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B i o l o g i c a l a c t i o n s i n h u m a n s ty p i c a l l y r e s u l t i n a r a n g e o f m e a s u r a b l e r e s p o n s e s . So m e o f
t h e d i f f e r e n c e o r v a ri a t i o n i n b i o l o g i c a l r e s p o n s e s (i n t e r - i n d i v i d u a l v a r i a t i o n ) i s d u e t o
f a c t o r s s u c h a s d i e t
,
a g e , g e n e t i c s , s m o k i n g , e x e r c i s e , l i f e s t y l e a n d h e a l t h s t a t u s . P r e v i o u s
o r o n g o i n g c h em i c a l e x p o s u r e s c a n a l s o c o n t ri b u t e t o v a ri a t i o n . T h e c u r r e n t s t u d y f o c u s e s
o n e v a l u a t i n g i n t e r - i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s i n t h e b a c k g r o u n d p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y o f
h u m a n T - l y m p h o c y t e s a n d i n t h e a b i l i t y o f T - l y m p h o c y t e s t o r e s p o n d t o t hr e e
e n v i r o n m e n t a l l y r e l e v a n t t o x i c a n t s ; b e n z o [ a ] p y r e n e (B (a )P ) , d i e s e l e x h a u s t e x t r a c t (D E E )
a n d s o d i u m a r s e n i t e (S A ) . A n y a l t e r a t i o n i n a n i n d i v i d u a l
'
s l y mp h o c y t e p r o l i f e r a t i v e
r e s p o n s e r e s u l t i n g fr o m x e n o b i o t i c e x p o s u r e c o u l d c h a n g e i m m u n o c o m p e t a n c e .
T h e g o a l s o f t h i s s t u dy w e r e 1 ) t o e v a l u a t e i n v i t r o p r o l i f e r a t i o n o f T - l y m p h o c y t e s i n
r e s p o n s e t o t h r e e t o x i c a n t s . We o b s e r v e d a g r e a t e r i n h i b i t i o n o f c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n i n
T - l y m p h o c y t e s t r e a t e d w i t h A s th a n w i t h B (a )P o r D E E . F o r a l l t h r e e t o x i c a n t s
s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s fr o m u n fr e a t e d c o n t r o l s w e r e s e e n a t t h e h i gh e s t d o s e
o n l y . 2 ) T o c h a r a c t e ri z e in t e r - i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s o f b a s e l i n e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y
b a s e d o n a g e o r g e n d e r . P e d i a t ri c s u bj e c t s w e r e n o t s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t fr o m a d u l t s .
M e n h a d a h i g h e r p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e t h a n w o m e n . 3) T o d e t e r m i n e i f b a s e l i n e
p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y w a s p r e d i c t i v e o f i n d i v i d u a l r e s p o n s e s . D i f f e r e n c e s i n b a s e l i n e
l e v e l s o f p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y w e r e p r e d i c t i v e o f t h e e x t e n t t o w h i c h t h e i n d i v i d u a l
r e s p o n d e d t o t h e t o x i c a n t s . 4 ) T o d e t e r m i n e t h e u t i l i t y o f t h i s e x p e ri m e n t a l d e s i g n f o r u s e
i n f i e l d e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s . T h i s s t u d y d e s i g n a n d t h e l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n
1 1
a s s a y c a n p r o v i d e u s e fi i l b i o m a r k e r d a t a ; b a s e l i n e d a t a n e e d t o b e e s t a b l i s h e d f o r t h e
s t u dy s u b j e c t s , a n d s e v e r a l r e p e a t s am p l e s s h o u l d b e a n a l y z e d .
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D i s c l a i m e r
T h e r e s e a r c h i n t h i s t e c h n i c a l r e p o r t w a s s u p p o r t e d b y t h e U n i t e d St a t e s E n v i r o n m e n t a l
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1 . I n t r o d u c t i o n
H u m a n e x p o s u r e t o e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s h a s b e e n r e c o g n i z e d t o i n d u c e
a d v e r s e e f f e c t s o n t h e imm u n e s y s t e m . H o w e v e r , t h e e x t e n t o f t h e s e a d v e r s e im m u n e
e f f e c t s i s s t i l l u n c l e a r . I n o r d e r t o e v a l u a t e t h e e x t e n t o f t h e s e e f f e c t s s e v e r a l f a c t o r s m u s t
fi r s t b e c o n s i d e r e d . F i r s t
,
i t i s n e c e s s a r y t o d e m o n s t r a t e t h a t a t o x i c a n t (e n v i r o n m e n t a l
p o l l u t a n t ) i n d u c e s im m u n o t o x i c e f f e c t s , a n d s e c o n d l y , i t i s im p o r t a n t t o c h a r a c t e r i z e t h e
v a ri a b i h t y o f t h e s e a d v e r s e e f f e c t s i n a p o p u l a t i o n . I n o u r s t u d y w e h a v e e v a l u a t e d th e
d o s e - r e s p o n s i v e n e s s , a n d c o m p a r a t i v e p o t e n c y o f t h r e e e n v i r o n m e n t a l l y - r e l e v a n t
c h e m i c a l s (b e n z o [ a ] p y r e n e , B (a )P ; d i e s e l e x h a u s t e x t r a c t , D E E ; a n d s o d i i m i a r s e n i t e ,
(S A ) u t i l i z i n g a n i n v i t r o a s s a y t o q u a n t i t a t e c h a n g e s i n c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n o f
s t im u l a t e d h u m a n l y m p h o c y t e s , w h i c h a r e a n i n t e g r a l c e l l u l a r c o m p o n e n t o f t h e i mm u n e
s y s t em . A l s o , d u e t o t h e h e t e r o g e n e i t y o f t h e h u m a n p o p u l a t i o n w e h a v e a s k e d th e
q u e s t i o n , c a n a n i n di v i d u a l
'
s i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y (s t im u l a t e d l y m p h o c y t e s ) b e
p r e d i c t i v e o f s u b s e q u e n t e n h a n c e m e n t o r s u p p r e s s i v e e f f e c t s f o l l o w i n g t o x i c a n t
e x p o s u r e ? R e s e a r c h i n f o r m a t i o n o f t h i s n a t u r e r e g a r d i n g th e d o s e - r e s p o n s i v e n e s s ,
c o m p a r a t i v e p o t e n c y , a n d i n t e r - i n d i v i d u a l v a r i a b i l i t y o f b i o l o g i c a l r e s p o n s e s o f t h e
im m i m e s y s t e m w i l l p r o v i d e a b e t t e r c h a r a c t e r i z e d a s s a y f o r u s e i n e p i d e m i o l o g i c a l fi e l d
s t u d i e s a n d m a y e n a b l e r i s k a s s e s s o r s t o r e du c e u n c e r t a i n t y i n h u m a n h e a l t h ri s k
a s s e s s m e n t s .
R is k C h a r a c t e r i z a t i o n
In 19 8 3 th e N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l p u b l i s h e d a m a n u a l f o c u s i n g o n t h e
p r o c e s s o f h u m a n h e a l t h r i s k a s s e s sm e n t s a n d i d e n t i f i e d f o u r p ri m a r y d i s c i p l i n e s ; 1)
h a z a r d i d e n t i fi c a t i o n 2 ) d o s e - r e s p o n s e a s s e s s m e n t 3 ) e x p o s u r e a s s e s sm e n t , a n d 4 ) ri s k
c h a r a c t e ri z a t i o n (N R C , 19 8 3 ) . B ri e fl y , h a z a r d i d e n t i fi c a t i o n d e t e r m i n e s w h e t h e r a n
e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t i s d i r e c t l y a s s o c i a t e d w i t h i n c r e a s e d a d v e r s e h e a l t h e f f e c t .
H a z a r d i d e n t i fi c a t i o n i s u s e d t o c h a r a c t e ri z e t h e n a t u r e a n d s t r e n g t h o f t h e a s s o c i a t i o n .
D o s e - r e s p o n s e a s s e s sm e n t f o c u s e s o n t h e q u a n t i t a t i v e r e l a t i o n s h i p b e tw e e n a n e x p o s u r e
(d o s e ) a n d th e s e v e ri t y o f t h e r e s u l t i n g a d v e r s e h e a l t h e f f e c t . Qu a n t i t a t i v e e x p o s u r e
a s s e s sm e n t e v a l u a t e s t h e d i s t i n c t c h a r a c t e ri s t i c s a n d l e v e l o f e x p o s u r e t o a p o l l u t a n t ,
i n c l u d i n g th e c h em i c a l n a t u r e o f t h e p o l l u t a n t , r o u t e s , w h e th e r e x p o s u r e a c t u a l l y o c c u r r e d
a n d t im e c o u r s e o f e x p o s u r e . R i s k c h a r a c t e ri z a t i o n t a k e s i n t o a c c o u n t t h e t h r e e
p r e v i o u s l y m e n t i o n e d a s s e s sm e n t s r e s u l t i n g i n d e t e r m i n a t i o n o f p o s s i b i l i t y o f h a r m t o a n
e x p o s e d i n d i v i d u a l . T y p i c a l l y t h e d o s e - r e s p o n s e a s s e s sm e n t h a s a h i g h d e g r e e o f
u n c e r t a i n t y du e t o i n t e r - i n d i v i du a l v a ri a b i l i t y a n d s p e c i e s e x t r a p o l a t i o n .
A b i o l o g i c a l r e s p o n s e i s m e a s u r e d i n i n d i v i d u a l s , t h e d i f f e r e n c e o r v a ri a t i o n i n
r e s p o n s e d e fi n e s t h e i n t e r - i n d i v i d u a l v a ri a t i o n . M a n y f a c t o r s c a n c o n t ri b u t e t o t h i s
v a ri a t i o n . T h e s e v a ri a t i o n s c a n b e a f f e c t e d b y d i e t , a g e , g e n e t i c s , s m o k i n g , e x e r c i s e ,
l i f e s t y l e , h e a l t h s t a t u s . P r e v i o u s o r c u r r e n t e x p o s u r e s t o c h e m i c a l s c a n c o n t ri b u t e
s i g n i fi c a n t l y t o v a ri a t i o n i n b i o l o g i c a l r e s p o n s e s f o l l o w i n g e x p o s u r e t o e n v i r o n m e n t a l
p o l l u t a n t s (P e r e r a , 1 9 9 7 ; l y a n iw u r a , 2 0 04 ) . V a ri a t i o n in t h e s e fa c t o r s , h a v e b e e n
s u g g e s t e d t o a c c o u n t f o r a s m u c h a s 10 - 3 0 fo l d d i f f e r e n c e s i n b i o l o g i c a l r e s p o n s e s
(C a s e r e z , 2 0 0 1 ) . B e c a u s e s u b s t a n t i a l i n t e r - i n d i v i d u a l v a ri a t i o n e x i s t s , c h a r a c t e ri z a t i o n o f
t h i s v a r i a t i o n , a n d i d e n t i fi c a t i o n o f w h i c h b i o l o g i c a l r e s p o n s e s a r e a f f e c t e d w i l l h a v e
s i g n i fi c a n t v a l u e i n d e l i n e a t i n g f a c t o r s t h a t c a n r e du c e t h e a m o u n t o f u n c e r t a i n t y i n
h u m a n h e a l t h a s s e s s m e n t s .
Sp e c i e s e x t r a p o l a t i o n i s a p r o c e s s b y w h i c h r e s u l t s o f t o x i c i t y t e s t i n g f o r
e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s c o n d u c t e d i n l a b o r a t o r y a n im a l s a r e a p p l i e d t o h u m a n s .
L i k e w i s e , s p e c i e s e x t r a p o l a t i o n s i g n i fi c a n t l y c o n t r i b u t e s t o u n c e r t a i n t y o f a d o s e
- r e s p o n s e
a s s e s sm e n t . L a b o r a t o r y a n im a l s t u d i e s p r o v i d e a n a v e n u e t o p r e d i c t h u m a n t o x i c i t y t o
t h e s a m e e x p o s u r e , b u t i t i s im p o r t a n t t o r e a li z e t h a t t h e s e a n i m a l m o d e l s h a v e b o t h
q u a n t i t a t i v e a n d q u a l i t a t i v e l im i t a t i o n s t h a t c o n t r i b u t e t o t h e u n c e r t a i n t y .
T o r e d u c e t h e a m o u n t o f u n c e r t a i n t y a s s o c i a t e d w i t h th e d o s e r e s p o n s e
a s s e s sm e n t
,
a m u l t i - p r o n g e d a p p r o a c h h a s b e e n u t i l i z e d (S o b e l s , 1 9 82 ) .
Hu m a n
^
H u nra n






Ra t _ ^ Ra t
p r e c u r s o r / bi 0 m a r k e r a dv e r s e e f f e c t
S h o w n h e r e t h e a p p r o a c h u t i l i z e s a c o m m o n b i o l o g i c a l e n dp o i n t b y c o m p a r i n g
d a t a d e ri v e d fi - o m h u m a n i n v i v o a n d i n v i t r o (o b s e r v e d p r e c u r s o r / b i o m a r k e r ) e f f e c t s a n d
o b s e r v e d l a b o r a t o r y a n im a l i n v i v o (p r e c u r s o r / b i o m a r k e r ) a n d i n v i t r o (a d v e r s e e f f e c t )
s t u d i e s . E x t r a p o l a t i o n b e t w e e n s p e c i e s o f f e r s i g n i fi c a n t b e n e f i t s c o m p a r e d t o t h e l im i t e d
a p p r o a c h o f c o n d u c t i n g o n l y h u m a n o r o n l y l a b o r a t o r y a n im a l s t u d i e s . H u m a n s t u d i e s
a r e l im i t e d b y t h e t im e n e e d e d t o o b s e r v e t h e e f f e c t a n d c o n f o u n di n g i s s u e s (d i e t ,
e x e r c i s e , h e a l t h s t a t u s , e x p o s u r e t o m u l t i p l e p o l l u t a n t s , e t c . ) i n a d e q u a t e d o s e
c h a r a c t e ri z a t i o n , c o - e x p o s u r e t o m u l t i p l e p o l l u t a n t s , l i m i t a t i o n s o n t h e n a t u r e an d a m o u n t
o f b i o l o g i c a l s a m p l e s t h a t c a n b e c o l l e c t e d , a n d t h e i n a b i l i t y o f o b t a i n i n g t i s s u e t h a t m a y
b e m o s t r e l e v a n t t o t h e b i o l o g i c a l r e s p o n s e o f i n t e r e s t . Sim i l a r l y t h e u t i l i t y o f l a b o r a t o r y
a n im a l s t u d i e s i s l im i t e d b y i n t e r - s p e c i e s d i f f e r e n c e s , n o n - r e l e v a n t d o s e s a n d t i m e o f
e x p o s u r e d i f f e r e n c e s , w h e n c o m p a r e d t o a c t u a l h u m a n e x p o s u r e s c e n a r i o s , a n d l im i t e d
g en e t i c v ar i a t i o n . T h u s t h i s m u l t i - p r o n g e d a p p r o a c h c a p i t a l i z e s o n t h e s t r e n g th s o f b o t h
h u m a n a n d l a b o r a t o r y a n im a l s t u d i e s b y e s t a b l i s h i n g c o n s i s t e n c y o f e f f e c t b e t w e e n t h e
h u m a n a n d a n i m a l i n v i t r o a n d i n v i v o s t u d i e s . T h e r e l a t i o n s h i p s p r e s e n t e d b y t h e m u l t i -
p r o n g e d a p p r o a c h p r o v i d e i n c r e a s e d p r e d i c t i v e v a l u e f o r h u m a n a d v e r s e h e a l t h e f f e c t s b y
r e d u c i n g t h e u n c e r t a i n t y a s s o c i a t e d w i t h i n t e r - s p e c i e s (s p e c i e s e x t r a p o l a t i o n ) a n d i n t r a -
s p e c i e s (c o m p a r i s o n s o f b i o l o g i c a l r e s p o n s e s ; i n t e r - i n d i v i d u a l v a r i a t i o n ) v a r i a b i l i t y .
B i o m a r k e r s
A n im p o r t a n t c o m p o n e n t o f t h e m u l t i - p r o n g e d a p p r o a c h i s t h e e v a l u a t i o n o f a
b i o m a r k e r , w h i c h m e a s u r e s a b i o l o g i c a l r e s p o n s e r e l a t e d t o a n a d v e r s e h e a l t h e f f e c t i n
h u m a n s o r a c r i t i c a l e f f e c t i n l a b o r a t o r y a n im a l s . B i o m a r k e r s , a s d e f i n e d i n t h e U S
N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s r e p o r t (N R C , 1 9 89 b ) i n c l u d e
"
a n y m e a s u r e m e n t r e fl e c t i n g
a n i n t e r a c t i o n b e tw e e n a b i o l o g i c a l s y s t em a n d a p o t e n t i a l h a z a r d , w h i c h m a y b e
f u n c t i o n a l a n d p h y s i o l o gi c a l , b i o c h e m i c a l a t t h e c e l l u l a r l e v e l o r a m o l e c u l a r i n t e r a c t i o n
"
.
T h e im p o r t a n c e o f d e v e l o p i n g a n d u t i l i z i n g b i o m a r k e r s i s e m p h a s i z e d b y o r g a n i z a t i o n s
s u c h a s U n i t e d N a t i o n s E n v i r o n m e n t P r o g r a m m e , Wo r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n
I n t e m a t i o n a l L a b o u r O r g a n i s a t i o n a n d N a t i o n a l C e n t e r f o r T o x i c o l o g i c a l R e s e a r c h , a l l
a c t i v e l y e n g a g e d i n b i o m a r k e r r e s e a r c h (WH O , 19 9 3) .
B i o m a r k e r s a r e u s u a l l y d i v i d e d i n t o t h r e e c l a s s e s , b i o m a r k e r s o f e x p o s u r e ,
b i o m a r k e r s o f e f f e c t
,
a n d b i o m a r k e r s o f s u s c e p t i b i l i t y . B i o m a r k e r s o f e x p o s u r e m e a s u r e
a n i n d i v i d u a l ' s e x p o s u r e t o a x e n o b i o t i c (e n v i r o i m i e n t a l p o l l u t a n t ) i n c l u d i n g
d e t e r m i n a t i o n s o f a c o n c e n t r a t i o n o f t h e x e n o b i o t i c s o r m e t a b o l i t e s . B i o m a r k e r s o f e f f e c t
m e a s u r e c h a n g e s t h a t o c c u r d u e t o a n e x p o s u r e t o a x e n o b i o t i c , a n d c a n b e q u a l i t a t i v e o r
q u a n t i t a t i v e i n n a t u r e . B i o m a r k e r s o f e f f e c t o ft e n a r e m o r e p r o x im a l t o a h e a l t h e f f e c t
t h a n b i o m a r k e r s o f e x p o s u r e (N R C , 19 9 2 ) . B i o m a r k e r s o f e x p o s u r e c a n m e a s u r e a
x e n o b i o t i c s u b s t a n c e , i t s m e t a b o Ut e o r t h e p r o d u c t o f m e t a b o l i c i n t e r a c t i o n w i t h a
p a r t i c u l a r l y s e n s i t i v e m o l e c u l e o r c e l l . F o r e x a m p l e , Sym a n s k i e t a l (2 0 0 1) u s e d u r i n a r y
l e v e l s o f m a n d e l i c a c i d (M A ) a n d p h e n y l g l y o x y l i c a c i d (P G A ) a s b i o m a r k e r s o f e x p o s u r e
t o s t y r e n e i n w o r k e r s a t p l a s t i c s p l a n t s . I n h u m a n s , s t y r e n e i s o x i d i z e d b y c y t o c hr o m e P -
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h y dr o l y z e d , a n d s u b s e q u e n t l y o x i d i z e d t o f o r m M A a n d P G A .
R o s s n e r e t a l (2 0 0 4 ) s t u d y i n g w o r k e r s a t t w o C z e c h n u c l e a r p o w e r p l a n t s s a w a n
a l t e r a t i o n o f m e t a b o l i c p r o c e s s , b y m e a s u r i n g a t u m o r s u p p r e s s o r p r o t e i n , p 5 3 . U t i l i z i n g
t h i s a s a b i o m a r k e r o f e f f e c t , w o r k e r s a t o n e p l a n t h a d d o u b l e t h e am o u n t o f p 5 3 i n t h e i r
l y m p h o c y t e s c o m p a r e d t o o t h e r p l a n t w o r k e r s a n d c o n t r o l s .
T h e m a j o r i t y o f k n o w n b i o m a r k e r s o f s u s c e p t i b i l i t y a r e b i o m a r k e r s o f g e n e t i c
s u s c e p t i b i l i t y . B i o m a r k e r s o f g e n e t i c s u s c e p t i b i l i t y a r e u s u a l l y e v a l u a t e d b y c a s e
- c o n t r o l
e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s l o o k i n g a t p o l y m o r p h i c v a r i a n t s i n c a n c e r p a t i e n t s c o m p a r e d t o
t h e g e n e r a l p o p u l a t i o n . Su s c e p t i b i l i t y c a n a l s o b e d e fi n e d i n t e r m s o f d e v e l o p i n g a
b i o l o g i c a l r e s p o n s e t o a n e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e (A l b e r t i n i , 2 0 0 0 ) . E v a n s e t a l (2 0 0 3 )
r e v i ew e d l i t e r a t u r e t o i l l u s t r a t e t h e im p o r t a n c e o f d e t e r m i n i n g e f f i c a c y a n d t o x i c i t y o f
m e d i c a t i o n s i n h u m a n s . E v a l u a t i n g n u m e r o u s s t u d i e s l o o k i n g a t s e v e r a l dr u g
m e t a b o l i z i n g e n z ym e s a s b i o m a r k e r s o f s u s c e p t i b i l i t y , t h e r e v i e w d e m o n s t r a t e s t h e hi g h
d e g r e e o f v a r i a b i l i t y w i t h i n a n d b e t w e e n i n di v i d u a l s .
I m m u n e F u n c t i o n
T h e fo c u s o f t h e c u r r e n t s t u d y i s o n i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s i n im m u n e f u n c t i o n
f o l l o w i n g t o x i c a n t e x p o s u r e . A n y a l t e r a t i o n i n n o rm a l l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e ,
c a u s e d b y x e n o b i o t i c e x p o s u r e , i s c o n s i d e r e d a n a l t e r a t i o n t o i m m u n o c o m p e t e n c e . T h i s
a l t e r a t i o n c a n l e a d t o im m u n o s u p r e s s i o n , im m u n o s t im u l a t i o n , h y p e r s e n s i t i v i t y o r
a u t o im m u n i t y , h n m i m o s u p r e s s i o n , a g e n e r a l i z e d r e d u c t i o n i n im m u n i t y , c a n i n c r e a s e
s u s c e p t i b i l i t y t o i n f e c t i o n o r d e v e l o pm e n t o f t u m o r s . A l t e r a t i o n o f im m u n o c o m p e t e n c e
c a n b e s e e n a s i n j u r y t o t h e im m u n e s y s t e m (i . e . im m u n o t o x i c i t y ) a n d i s p o s s i b l y
p r e c u r s o r y t o a d i s e a s e d s t a t e (H o d g s o n , 2 0 0 1) . D i f f e r e n t b i o m a r k e r s o f e f f e c t , a s
m e a s u r e d b y im p a c t o n c e l l p o p u l a t i o n s , h a v e b e e n i n v e s t i g a t e d t o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e
c h a n g e s i n t h e im m u n e s y s t e m (S o t o , 2 0 0 3 ; L i , 1 9 9 8 ) . T h e im m u n e s y s t e m i s c o m p o s e d
o f t w o s y s t e m s : i n n a t e im m u n i t y a n d a d a p t i v e im m u n i t y . I n n a t e im m u n i t y i s t h e f i r s t l i n e
o f d e f e n s e , o ft e n e l i m i n a t i n g t h e i n s u l t b e f o r e s i g n i f i c a n t d a m a g e o c c u r s . T h e r e i s n o
im m u n o l o g i c m e m o r y a s s o c i a t e d w i t h i n n a t e i m m u n i t y t h e r e fo r e t h e s e c o n d a n d t h i r d
e x p o s u r e s r e s u l t i n t h e s a m e r e s p o n s e a s t h e f i r s t . A n e x a m p l e o f in n a t e im m u n i t y w o u l d
b e i n f l a m m a t i o n i n r e s p o n s e t o a n i n j u r y t o t h e s k i n , w h i c h s i g n a l s r e l e a s e o f fl u i d s a n d
s w e l l i n g t o i s o l a t e t h e a r e a fr o m f u r t h e r c o n t a c t w i t h u n d e r l y i n g t i s s u e .
A d a p t i v e im m u n i t y , t h e s e c o n d l i n e o f d e f e n s e , u s u a l l y i n v o l v e s a n a n t i g e n w h i c h
fr e q u e n t l y c a u s e s a s p e c i f i c r e sp o n s e w i t h i n t h e s y s t e m i t t a r g e t s . T h i s r e s p o n s e c a u s e s
t h e g e n e r a t i o n o f a n t i b o d i e s t h a t c a n b i n d o r s i g n a l a n im m u n o l o g i c c a s c a d e o f e v e n t s .
A d a p t i v e i mm u n i t y c a n f u r t h e r b e b r o k e n d o w n i n t o c e l l - m e d i a t e d (t h y m i c ) a n d h u m o r a l .
T h ym i c (T ) a n d h u m o r a l (B ) l ym p h o c y t e s , s p e c i f i c c e l l s w i t h i n t h e b r o a d c a t e g o r y o f
w h i t e b l o o d c e l l s t h o u g h t t o c o n s i s t o f m o n o c y t e s , n e u t r o p h i l s , e o s i n o p h i l s , b a s o p h i l s a n d
I j o n p h o c y t e s c i r c u l a t e t h r o u g h o u t t h e b o d y w i t h i n t h e c i r c u l a t o r y a n d l y m p h a t i c s y s t e m .
I n a n o r m a l a d u l t , 2 0 - 4 0% o f c i r c u l a t i n g l ym p h o c y t e s a r e T c e l l s . R e s p o n s e a g a i n s t a n
a n t i g e n t h a t i n v o l v e s l y m p h o c y t e s i s c e l l - m e d i a t e d , s p e c i fi c a l l y b y th e T - l y m p h o c y t e s .
S t o b o e t a l
. ( 1 9 7 3 ) d e m o n s t r a t e d th e e x i s t e n c e o f d i s t i n c t i v e s u b s e t s o f T - l y m p h o c j ^ e s ,
w h i c h a r e d i f f e r e n t i a t e d b y a s p e c i fi c c e l l s u r f a c e p r o t e i n . T h i s p r o t e i n d e t e r m i n e s h o w
th e T c e l l w i l l p e r f o r m i t s c e l l u l a r im m u n e fu n c t i o n s . T h i s p r o t e i n a n d i t s d e n s i t y o n T
-
l y m p h o c y t e s u r f a c e s d e t e r m i n e s t im u l a t o r y i n d i c e s w h e n e x p o s e d t o a p r o l i f e r a t i v e a g e n t .
T h e s t u d y d e l i n e a t e d t h a t T - l y m p h o c y t e s w i t h h i g h p h y t o h e m m a g lu t i n i n (P H A ) r e s p o n s e
(h i g h am o u n t s o f p r o t e i n ) w e r e t h e a m p l i fi e r s (w h i c h c l o n a l l y e x p a n d t h e p o p u l a t i o n o f
a n t i g e n s p e c i fi c c e l l s t h r o u gh p r o l i f e r a t i o n ) a n d th o s e w i t h l o w r e s p o n s e (l o w a m o u n t s )
w e r e t h e e f f e c t o r s [c y t o t o x i c l y m p h o c y t e s a l s o c a l l e d N a t u r a l K i l l e r C e l l s (N K ) ] .
A n t i g e n i c s t im u l a t i o n o f t h e T - l y m p h o c y t e s w i t h i n t h e p e r i p h e r a l b l o o d s y s t e m c o n s i s t s
o f c l o n a l a mp l i fi c a t i o n f o l l o w e d b y g e n e r a t i o n o f e f f e c t o r c e l l s (W u , 2 0 0 0 ) . T h i s
a m p l i fi c a t i o n i n v o l v e s g r o w th a n d p r o l i f e r a t i o n o f t h e T - l y m ph o c y t e s . T h i s i n f o r m a t i o n
p r o v i d e s t h e b a s i s f o r c h o o s i n g P H A a s t h e p r o l i f e r a t i v e a g e n t o f c h o i c e . T h e c u r r e n t
s t u d y u t i l i z e d th i s p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e o r i t s s u b s e q u e n t s u p p r e s s i o n a s a m e a s u r e o f
a l t e r a t i o n o f im m u n e f u n c t i o n . W e l o o k e d s p e c i fi c a l l y a t a b i o m a r k e r o f e x p o s u r e , T -
l y m p h o c y t e s i n i n d i v i d u a l s , s t im u l a t e d w i t h P H A a n d th e i r v a r i a b l e r e s p o n s e t o
s u b s e q u e n t t r e a tm e n t w i t h th r e e e n v i r o n m e n t a l a g e n t s .
N u m e r o u s s t u d i e s h a v e b e e n c o n d u c t e d t o b e t t e r u n d e r s t a n d i n t e r - i n d i v i d u a l
v a r i a b i l i t y i n im m u n e r e s p o n s e a n d r e d u c e u n c e r t a i n t y a n d i t s r e l a t i o n s h i p t o
im m u n o l o g i c f u n c t i o n r e s u l t i n g i n p o p u l a t i o n s w i t h i n c r e a s e d s u s c e p t i b i l i t y . C D 2 , C D 4 ,
C D S a n d CD 1 9 , f o r e x a m p l e , a r e c l u s t e r s o f d e t e r m i n a t i o n ( CD ), w h i c h a r e s p e c i fi c
m a r k e r s o n T - l y m p h o c y t e s t h a t d e n o t e t h e c e l l f ii n c t i o n . R o b i n s o n e t a l . ( 19 9 6 )
c h a r a c t e r i z e d t h e n o r m a l r a n g e s o f T - l y m p h o c y t e s w i t h th e s e C D m a r k e r s i n c h i l d r e n t o
c o n t r a s t w i t h k n o w n a d u l t r a n g e s . T h i s s t u d y i s i m p o r t a n t t o p e d i a t r i c i a n s t r e a t i n g
c h i l dr e n w i t h i m m u n e f u n c t i o n d i s o r d e r s b e c a u s e t h e u s e o f a d u l t r a n g e s t o a s s e s s
im m xm e fu n c t i o n / i mm u n o l o g i c a l d i s e a s e s i n c h i l d r e n c o u l d m a k e t r e a tm e n t m o r e o r l e s s
e f f e c t i v e . I n t h i s s t u d y , 2 3 3 c h i l d r e n a g e s 5 - 1 3 y e a r s w e r e c h a r a c t e r i z e d b a s e d u p o n t h e i r
t o t a l n u m b e r s o f e a c h o f t h e s p e c i f i c CD m a r k e r s o f i n t e r e s t . T h e s e p a r t i c u l a r c l u s t e r s
w e r e c h o s e n b e c a u s e t h e a u t h o r s b e l i e v e t h e y a r e r e p r e s e n t a t i v e o f t h e m a i n T -
l ym p h o c y t e w i t h t h e s e m a r k e r s . T h i s p r o v i d e s d a t a o n t o t a l n u m b e r o f T - c e l l s a n d a g o o d
i n d i c a t i o n o n N a t u r a l K i l l e r c e l l s i n t h e f o r m o f C D 2 + . C D 4 + i s a m e a s u r e o f T -
d e p e n d e n t i mm u n e r e s p o n s e s . C D 8 + e l u c i d a t e s w h i c h c e l l s h a v e c y t o t o x i c o r
s u p p r e s s i v e c a p a b i l i t i e s a n d C D 19+ h e l p s imm u n e r e s p o n s e s i n c e l l s o f t h e B - c e l l
l i n e a g e . R o b i n s o n e t a l . ( 1 9 9 6 ) f o u n d t h a t a s c h i l d r e n a g e , t h e r e i s a n i n c r e a s e i n n u m b e r
a n d p e r c e n t a g e o f C D 4 + , a n d a n i n c r e a s e in p e r c e n t a g e o f C D 8 + b u t n o n o t i c e a b l e
c h a n g e i n n u m b e r . CD 19 + s h o w e d d e c r e a s e s i n b o t h th e p e r c e n t a g e a n d n u m b e r o f c e l l s
a s t h e c h i l d a g e s . T h e s e c h a n g e s , a s a c hi l d a g e s , c o u l d g r e a t l y a f f e c t t r e a tm e n t o f
c h i l dh o o d im m u n e d i s o r d e r s . U t i l i z a t i o n o f t h e s e d a t a
,
i n p l a c e o f n o r m a l l y u s e d a d u l t
c e l l n u m b e r s a n d p e r c e n t a g e s , w o u l d g r e a t l y a i d t r e a tm e n t o f c h i l d r e n w i t h
i mm u n o l o g i c a l p r o b l e m s .
P h y s i o l o g i c a l c h a n g e s t h a t o c c u r i n a g i n g p o p u l a t i o n s c a n a l s o d r a s t i c a l l y a f f e c t
a n im m u n e r e s p o n s e . F o r e x a m p l e , a s a p e r s o n a g e s t h e t h y m u s s h r i n k s a n d b y a g e s i x t y
i s v i r t u a l l y n o n - p e r f o r m i n g . T h e t h y m u s i s t h e s i t e o f T c e l l d i f f e r e n t i a t i o n a n d a c r i t i c a l
o r g a n fo r t h e d e v e l o p m e n t o f t h e b o d y
'
s imm u n e s y s t e m ( L e s l i e , 2 0 0 4 ) . W o o d h o u s e e t a l
( 19 9 2 ) l o o k i n g a t im p l i c a t i o n s r e l a t e d t o d r u g t h e r a p y i n t h e e l d e r l y , r e v i e w e d n u m e r o u s
s t u d i e s a n d c o n c l u d e d th a t h e p a t i c dr u g m e t a b o l i s m i n o l d e r a d u l t s i s d e c r e a s e d , a f f e c t i n g
t o x i c a n t m e t a b o l i s m . A l s o a f f e c t i n g t h e m e t a b o l i s m o f imm u n o t o x i c a n t s , o v e r a l l l i v e r
v o l u m e d e c r e a s e s
,
w h i c h d i r e c t l y r e du c e s C Y P 4 5 0 l e v e l s .
L y mp h o c y t e P r o l if e r a t i o n i n V i t r o
C h a n g e i n l y m ph o c y t e p r o l i f e r a t i o n c a p a c i t y i s u s e d t o a s s e s s e n v i r o n m e n t a l
p o l l u t a n t s a n d > c h a r a c t e r i z e s u s c e p t i b l e i n d i v i d u a l s . So t o e t a l (2 0 0 3 ) l o o k e d a t
p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s o f l y m p h o c y t e s i n 8 0 c h i l d r e n e x p o s e d t o a r s e n i c v i a dr i n k i n g
w a t e r . R e s p o n s e s t o s t im u l a t i o n w e r e r e d u c e d i n t h e e x p o s e d p o p u l a t i o n , i n d i c a t i n g a
r e du c e d im m u n e fu n c t i o n w h e n c h r o n i c a l l y e x p o s e d t o a r s e n i c . B o c c h i e r i e t a l ( 1 9 9 5 )
u t i l i z e d th e l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n a s s a y t o e v a l u a t e t h e s t a t u s o f a s y m p t o m a t i c H IV
s e r o p o s i t i v e a n d c o n t r o l s u bj e c t s . Si g n i f i c a n t l y l o w e r p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s w e r e s e e n
i n t h e s e r o p o s i t i v e c o m p a r e d t o c o n t r o l s , i n d i c a t i v e o f r e d u c e d im m u n e f im c t i o n i n t h e
H IV s u bj e c t s . U s i n g th e l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n a s s a y , L i e t a l (1 9 9 8 ) s t u d i e d th e l o n g
t e r m e f f e c t o f r e t r o v i r a l t r e a tm e n t o f s u bj e c t s w i t h a d v a n c e d H I V - 1 i n f e c t i o n . H o l l a n d e t
a l
. (2 0 0 2 ) t r e a t e d i s o l a t e d l y m p h o c y t e s f r o m t w e l v e p e s t i c i d e a p p l i c a t o r s a n d a c o n t r o l
g r o u p o f n o n a p p l i c a t o r s , w i t h 2 , 4 - D a n d l o o k e d a t t h e p r o l i f e r a t i v e a l t e r a t i o n s . 2 , 4 - D a
c o mm o n l y u s e d p e s t i c i d e , h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h n o n - H o d g k i n
'
s l ym p h o m a . L o o k i n g
s p e c i f i c a l l y a t t h e r e p l i c a t i o n i n d e x (R I ) w h i c h m e a s u r e s l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n , t h e
p e s t i c i d e a p p l i c a t o r s h a d a s i g n i fi c a n t l y h i g h e r R I t h a n c o n t r o l s w h e n t r e a t e d o v e r a t hr e e
m o n th p e r i o d .
h n m u n o s u p r e s s i o n o r s t im u l a t i o n , h y p e r s e n s i t i v i t y o r a u t o i mm i m i t y c a n o c c u r
w h e n a n i n d i v i d u a l i s e x p o s e d t o im m i m o l o g i c c h a l l e n g e (D e s c o t e s , 2 0 0 4 ) . Ch a n g e t a l
( 1 9 9 5 ) s t u d i e d n o n - i n s u l i n d e p e n d e n t d i a b e t i c s a n d th e i r r e d u c e d l y m p h o c y t e
p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s w h e n c h a l l e n g e d w i t h a m i t o g e n . T h i r t y f o u r d i a b e t i c s u bj e c t s
w e r e t e s t e d t o d e t e r m i n e t h e c a u s e o f t h i s p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s u p p r e s s i o n . T h e s t u d y
c o n c l u d e d t h a t d e c r e a s e d e x p r e s s i o n o f i n t e r l e u l d n - 2 r e c e p t o r (I L - 2R ) , o n a c t i v a t e d
l ym p h o c y t e s m i g h t b e r e s p o n s i b l e f o r t h e d e c r e a s e d p r o l i f e r a t i o n . T h i s a b n o r m a l i t y , i . e .
t h e s u p p r e s s i o n i n t h e i m m u n e s y s t e m , i s e s p e c i a l l y i m p o r t a n t i n i n c r e a s e d o c c u r r e n c e o f
i n f e c t i o n s . C o l e s e t a l ( 1 9 9 8 ) i l l u s t r a t e d t h e u s e o f a n t i - l y m p h o c y t e a n t i b o d i e s C D 5 2
w h i c h r e d u c e s p r o l i f e r a t i o n a n d c a u s e s p r o l o n g e d T c e l l d e p l e t i o n , t o s u p p r e s s a
p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e i n m u l t i p l e s c l e r o s i s (M S ) p a t i e n t s . M S i s an a u t o im m u n e d i s o r d e r ,
w h e r e e l e v a t e d l e v e l s o f T c e l l s a t t a c k t h e n e r v e m y e l i n a n d s e c r e t e c h e m i c a l s t h a t c a n
p e r m a n e n t l y d i s a b l e n e r v e fi b e r s . T h e y u s e d h u m a n i z e d m o n o c l o n a l a n t i b o d y C a m p a t h -
I H i n v i t r o , w h i c h i s d i r e c t e d t o w a r d s C D 52 , t o s u p p r e s s l ym p h o c 5^ e p r o l i f e r a t i v e
r e s p o n s e s . T h e s t u d y s h o w e d t h a t w h e n t r e a t e d w i t h a m i t o g e n (PH A ), p r o l i f e r a t i v e
r e s p o n s e s n o r m a l l y e l e v a t e d i n M S p a t i e n t s w e r e r e d u c e d . T h e s t u d y a l s o s h o w e d a r i s e
i n B c e l l p o p u l a t i o n s a n d a m o n o n u c l e a r c e l l p o p u l a t i o n s h i ft t o w a r d s a T - h e l p e r c e l l
(T h l ) p h e n o t y p e . T h i s t r e a tm e n t s h o w e d a m o d u l a t i o n o f t h e im m u n e r e s p o n s e i n M S
p a t i e n t s w h o s e n o r m a l s t a t e i s i n fl a mm a t o r y i n n a t u r e .
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T o b e t e r i d e n t i f y t h e e f f e c t o f a l t e r a t i o n o f im m u n o c o m p e t e n c e , L u s t e r ( 1 9 88 )
d e v e l o p e d a t e s t i n g b a t t e r y t o a s s e s s c h e m i c a l - i n d u c e d i m m u n o t o x i c i t y . T h e e f fo r t
i n i t i a t e d b y th e N a t i o n a l T o x i c o l o g y P r o g r a m a t N a t i o n a l I n s t i t u t e o f E n v i r o n m e n t a l
H e a l t h Sc i e n c e s
,
w o r k i n g i n c o n j v m c t i o n w i t h s e v e r a l r e s e a r c h o r g a n i z a t i o n s , l o o k e d a t
c o m p a r a t i v e s e n s i t i v i t y a n d r e p r o d u c i b i l i t y o f im m u n o l o g i c a l a s s a y s . T h e b a t e r y o f
a s s a y s w a s c h o s e n b e c a u s e t h e y w e r e r e c o g n i z e d b y im m u n o l o g i s t s a s v a l i d f o r d i a gn o s i s
o f c e l l a n d h u m o r a l m e d i a t e d im m vi n i t y a n d h o s t r e s i s t a n c e . Wi t h th e s e a s s a y s i n m i n d
a n d a d d i n g o t h e r c o n s i d e r a t i o n f a c t o r s s u c h a s s im p l i c i t y a n d r e p r o d u c i b i l i t y w i t h o u t l o s s
o f s e n s i t i v i t y , a t w o t i e r s c r e e n i n g a p p r o a c h w a s c h o s e n . T i e r I s c r e e n i n c l u d e d ;
h e m a t o l o g y , c o m p l e t e b l o o d c o u n t s a n d d i f f e r e n t i a l s ; b o d y a n d o r g a n w e i g h t s ; c e l l u l a r i t y
a n d h i s t o l o g y o f t h e s p l e e n t h y m u s a n d l y m p h n o d e s ; h u m o r a l - m e d i a t e d i mm u n i t y b y
I g M w i t h s h e e p r e d b l o o d c e l l s (S R B C ); c e l l - m e d i a t e d im m u n i t y b y l y m p h o c y t e
b l a s t o g e n e s i s t o m i t o g e n s t im u l a t i o n ; a n d n a t u r a l k i l l e r c e l l a c t i v i t y b e f o r e a n d a ft e r
t o x i c a n t e x p o s u r e . T i e r 11 t e s t s w e r e e m p l o y e d i f f u n c t i o n a l c h a n g e s w e r e s e e n i n T i e r I .
T h e m i t o g e n s t im u l a t e d l y m p h o c y t e b l a s t o g e n e s i s c e l l im m u n i t y a s s a y u t i l i z e d i n T i e r I i s
c o m m o n l y c a l l e d t h e l ym p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n a s s a y (L P A ) . T h e L P A , a n i n v i t r o
b i o m a r k e r a s s a y , i n v o l v e s t h e s t im u l a t i o n o f l y m p h o c y t e s b y a m i t o g e n t o i n d u c e
p r o l i f e r a t i o n a n d s u b s e q u e n t t r e a tm e n t w i t h a n im m u n o t o x i c a n t . T h e L PA a l t e r a t i o n i s
c o n s i d e r e d a s a n i n d i c a t o r o f imm u n e s y s t e m fi m c t i o n (L u s t e r , 1 9 8 8 ) . T o s t im u l a t e t h e
p r o l i f e r a t i o n o f I j o n p h o c y t e s , u s e o f m i t o g e n s i s n e c e s s a r y ; s e v e r a l m i t o g e n s h a v e b e e n
u t i l i z e d f o r t h i s s t im u l a t i o n . T h e r e c o m m e n d e d m i t o g e n f o r T - l y mp h o c y t e p r o U f e r at i o n
i s P H A (N o w e l l , 1 9 6 0 ) . Wh e n T - l y m p h o c y t e s a r e t r e a t e d w i t h im m u n o t o x i c a n t s , t h e
r e s u l t i n g p r o l i f e r a t i o n i s e i t h e r s t im u l a t e d o r s u p p r e s s e d a n d c a n b e qu a n t i fi e d . T h e
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l y m p h o c y t e s fr o m p e r ip h e r a l c i r c u l a t i n g b l o o d a r e i s o l a t e d , s t i m u l a t e d , t r e a t e d , c u l t u r e d
f o r t hr e e d a y s a n d a n a l y z e d . T h e o r i gi n a l m e th o d o l o g y i n c o r p o r a t e d a r a d i o a c t i v e
n u c l e o t i d e ( [ H J- t h ym i d i n e ) i n t o t h e p r o l i f e r a t i n g c e l l a n d m e a s u r e d th e i n c o r p o r a t i o n o f
r a d i o a c t i v i t y w i t h a s c i n t i l l a t i o n c o tm t e r . U t i l i z i n g t e t r a z o l i u m s a l t , M T T (3 - (4 , 5
d i m e th y l t h i a z o l - 2 - y l ) - 2 , 5 - d i p h e n y l t e t r a z o Uu m b r o m i d e ) M o sm a n n ( 19 8 3 ) d e v e l o p e d a
q u a n t i t a t i v e c o l o r i m e t r i c a s s a y . T h e t e t r a z o l i u m r i n g i s c l e a v e d a n d r e d u c e d t o a b l u e
f o r m a z a n a n d m e t a b o l i z e d b y m i t o c h o n d r i a l d e h y d r o g e n a s e i n v i a b l e l ym p h o c y t e s . T h i s
m e th o d u s e d M T T , a s t r i c t c o n t r o l b a s e d s t im u l a t i o n m e a s u r e u t i l i z i n g i n d i v i du a l s
r e s p o n s e s a s t h e i r o w n c o n t r o l , i n s t e a d o f t h e [
^
H ] - t h y m i d i n e c o u n t s fr o m a r a d i o i s o t o p e
a s a c o n t r o l . U t i l i z i n g B A L B /c m o u s e s p l e e n c e l l s s t im u l a t e d w i t h Sa l m o n e l l a ty p h o s a
l ip o p o l y s a c c h a ri d e , t h e t r a d i t i o n a l [ H ] - t h ym i d i n e t e c h n i q u e a n d th e n e w M T T
i n c o r p o r a t i o n m e t h o d w e r e c o m p a r e d . T h i s s t u d y s h o w e d t h a t o n l y v i a b l e c e l l s c l e a v e
t h e M T T w h i c h i s t h e c o l o r im e t r i c f e a t u r e f o r q u a n t i t a t i o n , t h a t M T T r e s p o n s e w a s l i n e a r
f o r a w i d e r a n g e o f c e l l n u m b e r s p r e s e n t (2 0 0 - 5 0 , 0 0 0 ) w i th a b s o r b a n c e m e a s u r e d d i r e c t l y
p r o p o r t i o n a l t o t h e a m o u n t o f l i v i n g c e l l s p r e s e n t . G r e e n e t a l ( 19 8 4 ) s u p p l e m e n t e d t h e
t e t r a z o l i u m s a l t d e v e l o p m e n t a n d s h o w e d e f f e c t s o n l y m p h o c y t e s w h e n t r e a t e d w i t h
c y t o t o x i c l y m p h o k i n e s , c y t o t o x i c T
- c e l l s l i n e s a n d t u m o r c e l l s . D e n i z o t e t a l ( 1 9 8 6 ) ,
u t i l i z i n g s t i m u l a t e d m u r i n e s p l e e n c e l l s , e l im i n a t e d th e o r g a n i c s o l v e n t i n t h e M T T
m e t h o d w h i c h g r e a t l y i n c r e a s e s t h e s o l u b i l i t y o f t h e fo r m a z a n p r o d u c t , p r e v e n t i n g t h e
s u b s e q u e n t p r o t e i n p r e c i p i t a t i o n r e s p o n s i b l e f o r t h e h i gh v a r i a b i l i t y i n t h e b a c k g r o u n d .
G e r l i e r e t a l ( 1 9 8 6 ) s h o w e d M T T c o u l d b e u t i l i z e d f o r d e t e r m i n a t i o n o f m i t o c h o n dr i a l
a c t i v i t y a n d i t s a p p l i c a t i o n f o r a s s e s s i n g c j ^ o t o x i c i t y o f s o m e d r u g s . T h e m e th o d w a s
fu r t h e r e n h a n c e d b y t h e d e v e l o p m e n t o f a m o r e s o l u b l e a n d s t a b l e t e t r a z o l i u m c o m p o u n d
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c o n t a i n i n g s u l f o n a t e g r o u p s (C o r y , 1 9 9 1 ) . T h e M T T m e th o d w a s s h o w n t o b e a u s e f u l
a l t e r n a t i v e t o t h e r a d i o i s o t o p e m e th o d f o r q u a n t i t a t i o n a n d a p p r e c i a t e d f o r i t s s im p l i c i t y .
M a r s h a l l ( 1 99 5 ) c o m p l e t e d a n e x t e n s i v e r e v i e w c o m p a r i n g t h e t r i t i a t e d th im i d i n e , t h e
o r i g i n a l t e t r a z o l i u m (M T T ) a n d t h e s u l f o n a t e d d e r i v a t i v e (M T S) i n l ym p h o c y t e a s s a y s ,
c o n c lu d i n g th a t t h e M T S w a s a u s e f u l , r e p r o d u c i b l e a n d q u a n t i t a t i v e a s s a y . T h e c o l o r
i n t e n s i t y i s d i r e c t l y r e l a t e d t o t h e e n z y m a t i c a c t i v i t y o f t h e c e l l s . T h i s m e th o d w a s f o u n d
t o b e a c c u r a t e
,
r e p r o d u c i b l e , s a f e , e c o n o m i c a l a n d u s e f u l f o r a s f e w a s 3 0 0 0 c e l l s
(H u s s a i n 19 9 3 ) . G i e n i e t a l ( 19 9 5 ) fo u n d t h a t l o w l e v e l s o f c y t o k i n e , i n s u f f i c i e n t t o
i n d u c e p r o l i f e r a t i o n (D N A s y n t h e s i s a n d [
^ H ] - t h y m i d i n e u p t a k e ) b u t s u f f i c i e n t l e v e l s t o
m a i n t a i n c e l l v i a b i l i t y c o u l d m e t a b o l i z e t h e M T T a n d M T S t o c o l o r e d f o r m a z a n
c o m p o u n d s . T h e c y t o k i n e s a n d t h e i r c e l l u l a r m i t o c h o n d r i a l a c t i v i t y , e v e n w i t h o u t
p r o l i f e r a t i o n a l l o w e d fo r d e t e c t i o n b y th e s u b s e q u e n t c o n v e r s i o n o f t h e M T T a n d M T S t o
t h e q u a n t i f i a b l e f o r m a z a n d y e , e v e n w i t h n o i n d u c t i o n o f p r o l i f e r a t i o n . T h i s c y t o k i n e
p r o d u c t i o n o f I L - 2 a n d I L - 4 , c a n b e p a r t i c u l a r l y l o w , b u t u s i n g t h e t e t r a z o l i u m s a l t s , t h e
s t u d y s h o w e d a h i g h e r p r e c i s i o n a n d a l o w e r s t a n d a r d d e v i a t i o n t h a n t h e [ H ] - t h ym i d m e .
U t i l i z i n g th i s L PA m e th o d o l o g y a s a n e n dp o i n t f o r s c r e e n i n g n e w d r u g s . G r e e n e t a l
(2 0 02 ) s t u d i e d T l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n i n e x e r c i s i n g , w e l l - t r a i n e d m a l e r u n n e r s . T h e
L P A w i th t e t r a z o l i u m d y e s h o w e d a b i p h a s i c r e s p o n s e , w i t h e l e v a t e d l e v e l s d u r i n g a n d
im m e d i a t e l y a f t e r e x e r c i s e , a n d d e c r e a s e d l e v e l s a f t e r a r e c o v e r y p e ri o d c o m p a r e d t o
b a s e l i n e . Z o l n a i e t a l ( 19 9 8) c o m b i n e d th e o ri g i n a l v e r s i o n o f M T S (C e l l T i t e r 9 6 ) w i th
[p h e n a z i n e m e t h o s u l f a t e (PM S)] , a n e x o g e n o u s e l e c t r o n c a r ri e r a n d c o m p a r e d i t t o t h e
[ H ] - t h y m i d i n e s t u d y i n g p r o l i f e r a t i o n o f b o v i n e l ym p h o c y t e s a n d f o u n d t h e m c u b a t i o n
p e ri o d c o u l d b e a l t e r e d t o im p r o v e s i g n a l / b a c k g r o u n d r a t i o s . T h i s e v o l v e d i n t o n e w
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c o m b i n e d M T S a n d P M S a s t h e M T T (C e l l T i t e r 9 6 ) ; (P r o m e g a , WI ) u t i l i z e d i n t h e
c u r r e n t s t u d y .
E n v i r o n m e n t a l P o l l u t a n t s
M a n y e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s c a n a f f e c t c e l l m e d i a t e d imm u n i t y i n v i t r o a n d i n
v i v o . O f i n t e r e s t i n t h i s s t u d y a r e b e n z o [ a ]p y r e n e , d i e s e l e x h a u s t e x t r a c t (D E E ) w i th
m u l t i p l e p o l y c y c l i c - a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s (P A H ) a n d s o d i u m a r s e n i t e .
B e n z o [ a ] p y r e n e (B (a )P ) , a P A H , i s a b y - p r o d u c t o f i n c o m p l e t e c o m b u s t i o n o f
o r g a n i c s u b s t a n c e s . B (a )P a n d o t h e r h y d r o c a r b o n s a r e e m i t t e d i n t o t h e e n v i r o i m i e n t fr o m
m a n y s o u r c e s . C o a l , f u e l o i l a n d d i e s e l f u e l c o m b u s t i o n a r e t h e p r i m a r y s o u r c e o f
o u t d o o r a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s , h i d o o r s , c i g a r e t t e s m o k e a n d c o o k i n g a r e t h e p r im a r y
s o u r c e s o f t h e - p o l l u t a n t . G e n e r a l l y t h e B (a )P i s a s s o c i a t e d w i t h p a r t i c u l a t e m a t t e r , a b y ¬
p r o d u c t o f t h e i n e f f i c i e n c y o f a c o m b u s t i o n r e a c t i o n (G r im m e r , 1 9 8 3 ) . A r o m a t i c
h y dr o c a r b o n s h a v e l i t t l e i n h e r e n t b i o l o g i c a l a c t i v i t y b u t w h e n m e t a b o l i z e d fo r m r e a c t i v e
m e t a b o l i t e s , m a n y o f w h i c h a r e r e c o g n i z e d a s p r o b a b l e h u m a n c a r c i n o g e n s . I n a d d i t i o n
t o c a r c i n o g e n i c e f f e c t s P A H s h a v e b e e n o b s e r v e d t o h a v e im m u n o l o g i c a l e f f e c t s . D a v i l a
e t a l
, ( 19 9 6 ) f o u n d th a t B a P s u p p r e s s e d h u m a n b l o o d p e r i p h e r a l T c e l l m i t o g e n e s i s . B a P
a n d 3 - m e t h y l c h o l a n t h r e n e w e r e f o u n d t o b e t h e m o s t t o x i c o f n i n e P A H s t e s t e d a s
m e a s u r e d b y p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y . T r e a tm e n t w i t h a l p h a - n a p t h o fl a v o n e (a k n o w n A h
r e c e p t o r a n t a g o n i s t a n d i n h i b i t o r o f C Y P - 4 5 0 ) b l o c k e d th e s u p p r e s s i v e e f f e c t s o f B (a )P .
B u r c hi e l e t a l (2 0 0 1 ) f o u n d t h a t w i t h o r a l o r s u b c u t a n e o u s t r e a tm e n t , s u p p r e s s i o n o f
h u m o r a l a n d c e l l m e d i a t e d im m u n i t y o c c u r r e d b u t a l s o n o t e d th a t a t l o w e x p o s u r e l e v e l s
B (a )P m a y a c t u a l l y a u gm e n t c e l l s i g n a l i n g p a t h w a y s r e s u l t i n g i n i m m u n e f u n c t i o n
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f u n c t i o n e n h a n c e m e n t . W a r d e t a l ( 19 8 6 ) f o u n d t h a t i mm u n o s u p r e s s i o n p r o d u c e d b y 7 ,
12 - d im e th y l b e n z [a ] a n t h r a c e n e (D MB A ), a n o t h e r P A H , l a s t e d 4 - 8 w e e k s d a y s a ft e r t h e
e x p o s u r e t o d o s e s t h a t r e s u l t e d i n m e t a s t a s i s o f n e o p l a s t i c c e l l s . T h e s t u d y s h o w e d th a t
im m u n o s u p p r e s s i o n c a n b e o b s e r v e d a t d o s e s b e l o w t o x i c l e v e l s a n d t h a t P A H s m a y
p r o d u c e t o l e r a n c e . M o s t im p o r t a n t l y , W a r d e t a l f o u n d a c o r r e l a t i o n b e t w e e n
im m u n o s u p p r e s s i o n b y P A H s a n d d e c r e a s e d r e s i s t a n c e t o i n f e c t i o u s a g e n t s o r
t r a n s p l a n t e d t u m o r c e l l s i n a d u l t B 6 C 3 F 1 m i c e . L a u p e z e e t a l (2 0 0 1 ) l o o k e d a t
d i f f e r e n t i a t i o n
,
m a t u r a t i o n a n d fu n c t i o n o f m o n o c y t e d e r i v e d d e n d r i t i c c e l l s . T h e s e c e l l s
p l a y a n im p o r t a n t r o l e i n t h e d e v e l o p m e n t o f im m i m e r e s p o n s e . T h e i r d a t a (L a u p e z e e t
a l ) s h o w e d t h a t e x p o s u r e t o P A H s i n h i b i t e d i n v i t r o f u n c t i o n a l d i f f e r e n t i a t i o n a n d
m a t u r a t i o n o f t h e d e n d ri t i c c e l l s .
D i e s e l e x h a u s t i s a c o m p l e x m i x t u r e o f v o l a t i l e o r g a n i c c o m p o xm d s , p a r t i c u l a t e
m a t t e r
,
n i t r a t e d p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s , s u l f u r a n d n i t r o g e n d i o x i d e s ,
f o r m a l d e h y d e , a c r o l e i n a n d s u l fi i ri c a c i d . T h e N a t i o n a l I n s t i t u t e o f St a n d a r d s a n d
T e c hn o l o g y o f f e r s a d i e s e l e x h a u s t p a r t i c l e e x t r a c t w h i c h i s a v a i l a b l e a s a s t a n d a r d
r e f e r e n c e m a t e ri a l
, (SRM 19 7 5) . W h i l e t h i s e x t r a c t (D E E ) l a c k s a n y m e a s u r a b l e B (a )P , i t
d o e s c o n t a i n a t l e a s t 2 3 P A H a n d 18 n i t r o - s u b s t i t u t e d P A H (a v e r a g e m o l e c u l a r w e i g h t
2 8 5 g/ m o l ) . D i e s e l e n g i n e s a r e u s e d t o p o w e r s h i p s , m a c h i n e r y , l o c o m o t i v e s a n d
t r a n s p o r t t r u c k s . T h e e m i s s i o n s fr o m th e s e s o u r c e s , i n t h e f o r m o f e x h a u s t , a r e o f
s u f f i c i e n t q u a n t i t i e s t o im p a c t a i r q u a l i t y . B e c a u s e o f d i f f i c u l t y i n o b t a i n i n g s a m p l e s a n d
m e a s u ri n g i m m u n o l o g i c a l e f f e c t s a r e v a ri e d , h u m a n d a t a i s s o m e w h a t l im i t e d . D i a z -
Sa n c h e z e t a l ( 1 9 9 4 , 1 9 9 7 e t a l , 19 9 7 e t a l ) s h o w e d p o t e n t i a t i o n o f im m xm o g l o b u l i n - E
( Ig - E ) w h e n h u m a n n a s a l m u c o s a w e r e e x p o s e d t o d i e s e l e x h a u s t p a r t i c l e s . W h e n a n
15
a l l e r g e n i s a d d e d w i t h t h e d i e s e l p a r t i c l e s , t h e a l l e r g e n s p e c i f i c I g - E i n c r e a s e s 5 0 f o l d .
D i e s e l e x h a u s t e x p o s u r e h a s a l s o b e e n fo u n d t o i n c r e a s e t h e n u m b e r o f m a s t c e l l s ,
n e u t r o p h i l s a n d T - l ym p h o c j d e s i n br o n c h i a l t i s s u e i n h u m a n s (D i a z - S a n c h e z , 1 9 9 4 ) .
U n d e r h i gh am b i e n t c o n c e n t r a t i o n s s h o r t t e r m e x p o s u r e c a u s e d s y s t e m i c a n d p u lm o n a r y
i n f l a m m a t i o n i n h u m a n s (S a l v i , 1 9 9 9 ) . F a h y e t a l (2 0 0 0 ) f o u n d t h a t s u bj e c t s , a l l e r g i c t o
h o u s e d u s t m i t e
,
e x p o s e d s im u l t a n e o u s l y t o h o u s e d u s t m i t e a n d d i e s e l e x h a u s t p a r t i c l e s
d e v e l o p e d e l e v a t e d c h e m o k i n e l e v e l s v i a a m i t o g e n a c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e , w h i c h
i n c r e a s e s t h e o n s e t o f a l l e r g i c r e s p i r a t o r y o n s e t . C a s i l l a s e t a l ( 1 9 9 9 ) r e v i ew e d t h e
e v i d e n c e f o r t h e e n h a n c e m e n t o f a l l e r g i c i n f l a mm a t o r y r e s p o n s e s a n d th e p o s s i b i h t y t h a t
m a c r o p h a g e s p r o d u c e d u p o n e x p o s u r e m a y c a u s e g e n e r a t i o n o f r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s .
F i n a l l y , s o d i u m a r s e n i t e i s a n e n v i r o n m e n t a l l y u b i q u i t o u s c h e m i c a l . W i th s e v e r a l
(4 ) o x i d a t i o n s t a t e s i t e x i s t s i n n u m e r o u s c o m p o u n d s a n d i n a v a r i e t y o f f o r m s . A
n a t u r a l l y o c c u r r i n g e l e m e n t , i t c a n b e f o u n d i n s o i l , w a t e r a n d a m b i e n t a i r . So d i u m
a r s e n i t e i s t o x i c
,
a n d h a s b e e n i d e n t i fi e d a s a k n o w n h u m a n c a r c i n o g e n (l A R C , 1 9 7 3 ) .
A r s e n i c h a s h i s t o r i c a l l y b e e n u s e d a s a w o o d p r e s e r v a t i v e a n d a s a n a g r i c u l t u r a l p e s t i c i d e .
T h i s u s e a n d i m c o n t r o U e d r u n o f f fi " o m o r e m i n i n g , h a v e c o n t am i n a t e d n u m e r o u s s o u r c e s
o f g r o u n dw a t e r a q u i f e r s . T h e p r im a r y r o u t e o f e x p o s u r e f o r h u m a n s i s i n g e s t i o n o f
c o n t am i n a t e d w a t e r a n d f o o d s t u f f s (U S E P A , E P A / 6 0 0 /R - 9 8 /0 4 2 ) . D r i n k i n g w a t e r
n o r m a l l y c o n t a i n s b o t h t h e a r s e n a t e a n d a r s e n i t e f o r m s o f a r s e n i c . T h i s s t u d y u s e d
s o d iu m a r s e n i t e w h i c h i s a h i gh l y t o x i c , i n o r g a n i c t r i v a l e n t s a l t a n d i s k n o w n t o b e
p r e s e n t i n d r i n k i n g w a t e r . So d i u m a r s e n i t e i s u s e d a s a s u r r o g a t e fo r a r s e n i c i n t h i s s t u d y .
A r s e n i c i s t h o u gh t t o a f f e c t i mm u n o l o g i c r e s p o n s e s . Se v e r a l s t u d i e s h a v e l o o k e d
a t a v a r i e t y o f im m u n o l o g i c e n d p o i n t s r e l a t e d t o a r s e n i c e x p o s u r e . A r s e n i c t r e a t e d T -
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l y m p h o c y t e s h a d a n i n c r e a s e i n c e l l d e a t h i n m i t o g e n s t im u l a t e d c e l l s (G o y t i a - A c e v e d o ,
2 0 0 3 ) , a r e t a r d a t i o n o f p r o l i f e r a t i o n w h i c h w a s c a u s e d b y d e l a y o f p r o du c t i o n a n d
s e c r e t i o n o f i n t e r l e u k i n - 2 (G a l i c i a , 2 0 0 3 ) . A r e d u c t i o n o f m i t o g e n i c s t im u l a t i o n w a s a l s o
s e e n w i t h e x p o s u r e (G o n s e b a t t , 1 9 9 4 ) . M a h a t a e t a l (2 0 0 4 ) s t u d i e d i n d i v i d u a l s w i t h p r e ¬
e x i s t i n g a r s e n i c i n d u c e d s k i n l e s i o n s a n d f o u n d a n i n c r e a s e i n c h r o m o s o m a l a b e r r a t i o n s
a ft e r i n v i t r o e x p o s u r e s o f l y m p h o c j ^ e s c u l t u r e s o f s ym p t o m a t i c s u bj e c t s . T h i s s t u d y
c o n c l u d e d t h a t a s ym p t o m a t i c s o d i u m a r s e n i t e - e x p o s e d i n d i v i d u a l s h a v e a l o w e r
s e n s i t i v i t y a n d s u s c e p t i b i l i t y t o i n d u c t i o n o f g e n e t i c d a m a g e c o m p a r e d t o s y m p t o m a t i c
i n d i v i d u a l s . I n n o r m a l c e l l c y c l i n g p r o g r e s s i o n fr o m th e S - t o M - p h a s e a l l o w s f o r p r o p e r
c e l l d i v i s i o n . C e l l c y c l e p r o g r e s s i o n fr o m S - t o M - p h a s e w a s a l t e r e d i n a r s e n i c - e x p o s e d
i n d i v i d u a l s . T h e d a t a s h o w e d a g e n d e r - r e l a t e d d i f f e r e n c e w i t h m i t o g e n s t im u l a t i o n a n d
t h a t c h r o n i c A s i n g e s t i o n d e c r e a s e d t h e r a t e o f n o r m a l c e l l c y c l i n g , w h i c h s h o u l d
d e c r e a s e c e l l p r o l i f e r a t i o n b u t a l l o w s f o r c hr o m o s o m a l a b e r r a t i o n s t o i n c r e a s e
(G o n s e b a t t , 1 9 94 ) . V e g a e t a l ( 19 9 9 ) u t i l i z i n g e l e c fr o n m i c r o s c o p y , f o u n d a l t e r e d c e l l u l a r
u l t r a s t r u c t u r e i n G o l g i a p p a r a t u s , m i t o c h o d r i a , c y t o s k e l e t o n a n d p e r i n u c l e a r m e mb r a n e t o
b e a l t e r e d i n a r s e n i c fr e a t e d p e r i p h e r a l b l o o d m o n o n u c l e a r c e l l s . O s t r o s k y - W e g m a n e t a l
( 1 9 9 1) e v a l u a t e d c e l l c y c l e k i n e t i c s b e t w e e n t w o g r o u p s o f t h e s a m e p o p u l a t i o n , w i t h
d i f f e r i n g l e v e l s o f a r s e n i c e x p o s u r e s , u t i l i z i n g th e i n v i fr o l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n a s s a y .
A g r o u p o f c h r o n i c a l l y e x p o s e d i n d i v i d u a l s (n = 13 ) c o m p a r e d t o i n d i v i d u a l s w i t h l o w e r
a r s e n i c e x p o s u r e s (n = l 1) s h o w e d d o u b l i n g o f a v e r a g e t im e n e c e s s a r y f o r 10 0 m i t o s e s o f
l ym p h o c y t e s a ft e r i n c u b a t i o n f o r 7 2 h o u r s . Z h a n g e t a l (2 0 0 3 ) t r e a t e d t w o h u m a n c e l l
l i n e s w i t h a r s e n i t e i n a r a n g e o f d o s e s 0 . 1- 4 0 |l i M . P r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y a s m e a s u r e d b y
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L PA a n d c e l l v i a b i l i t y a n a l y s i s s h o w e d i n c r e a s e d c e l l u l a r g r o w t h a t 0 . 1 - 0 . 5 fj M a n d
s i g n i fi c a n t d e c r e a s e s w h e n 0 . 5 p. M w a s e x c e e d e d .
O u r s t u d y s o u g ht t o e v a l u a t e , i n v i t r o , t h e i n u n u n o t o x i c i t y o f B ( a
"
)P . d i e s e l
e x h a u s t e x t r a c t an d s o d i u m a r s e n i t e o n t r e a t e d T - l ym p h o c y t e s a s m e a s u r e d b y L P A . W e
m e a s u r e d s t im u l a t e d T - l ym p h o c y t e s i s o l a t e d fi
"
o m w h o l e b l o o d , t r e a t e d w i t h t h e t h r e e
t o x i c a n t s t o e s t a b l i s h d o s e r e s p o n s e c u r v e s a n d c o m p a r a t i v e p o t e n c i e s a s m e a s u r e d b y th e
t o x i c a n t e f f e c t s o n t h e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y o f T - c e l l l ym p h o c y t e s . A l s o w e s o u g h t t o
d e t e r m i n e w h e th e r a n i n d i v i d u a l
'
s i n t r i n s i c p r o h f e r a t i v e c a p a c i t y w a s p r e d i c t i v e o f
s u b s e q u e n t e n h a n c e m e n t o r s u p p r e s s i v e e f f e c t f o l l o w i n g t o x i c a n t e x p o s u r e . F i n a l l y w e
e x a m i n e d th e f e a s i b iU t y o f t h e c u r r e n t m e t h o d o l o g y a n d i t s p o t e n t i a l a p p l i c a t i o n i n fi e l d
e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s .
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M e t h o d s a n d M a t e r i a l s
St u dy Su bj e c t s
T h i rt y - e i g h t s u b j e c t s r e c r u i t e d in C h a p e l H i l l , N C p a rt i c i p a t e d i n t h i s s t u dy . T e n
s u bj e c t s fr o m a c o n c u r r e n t p e d i a t r i c s t u d y (a g e s 8 - 1 8 ) a n d 2 8 a d u l t s p a rt i c i p a t e d . A d u l t
s t u d y s u b j e c t s w e r e i n t e r v i e w e d b y p h o n e , b y t h e E PA o n s i t e c o n t r a c t o r (W e s t a t C o r p . ) ,
f o r p o t e n t i a l p a rt i c i p a t i o n i n t h e s t u d y . T h e e l i g i b i l i t y r e q u i r e m e n t s f o r p a rt i c i p a n t s w e r e
a s f o l l o w s ; a g e b e t w e e n 1 8 a n d 3 8 y e a r s , c u r r e n t n o n - s m o k e r o r e x - s m o k e r (l o n g e r t h a n
fi v e y e a r s ) r e s t r i c t e d fr o m p a rt i c i p a t i n g i f b l o o d d o n a t i o n s e x c e e d e d 10 0 m l w i th i n t h e
l a s t 18 m o n t h s , a n d a b s e n c e o f i l l n e s s f o r f o u r w e e k s p r i o r t o v i s i t . T h e s u bj e c t s a g r e e d
t o a b s t a i n fr o m a l c o h o l
,
a n t i - i n fl a m m a t o r y d r u g s a n d v i t a m i n s C a n d E f o r f o rt y
- e i g h t
h o u r s p r i o r t o t h e c l i n ic v i s i t . T h e s u bj e c t s w e r e a l s o a s k e d t o a v o i d s m o k y o r p o l l u t e d
e n v i r o r ra i e n t s f o r t w e n t y - f o u r h o u r s p r i o r t o t h e c l i n i c v i s i t .
C l i n i c v i s i t s c o n s i s t e d o f a dm i n i s t r a t i o n o f i n f o r m e d c o n s e n t , a d i e t a r y / l i f e s t y l e
q u e s t i o n n a i r e a n d a fi i t u r e s t o r a g e o f b i o l o g i c a l s a m p l e c o n s e n t f o r m f o l l o w e d b y b l o o d
a n d u r i n e c o l l e c t i o n . P o t e n t i a l s t u dy s u bj e c t s w e r e g i v e n a s h o rt v e r b a l p r e s e n t a t i o n a n d
a s k e d t o r e a d t h e p r e p a r e d c o n s e n t f o r m s d e s c r i b i n g t h e s t u d y . Su bj e c t s w e r e p r o v i d e d a
c o p y o f t h e c o n s e n t f o r m s i gn e d b y th e m a n d b y th e p r i n c i p a l i n v e s t i g a t o r f o r t h e i r
r e c o r d s . T h e s u bj e c t s w e r e a s k e d t o c o m p l e t e a s h o rt q u e s t i o n n a i r e , c o n t a i n i n g e i gh t e e n
d i e t a r y / l i f e s t y l e qu e s t i o n s . U p o n c o m p l e t i o n o f c o n s e n t s a n d qu e s t i o n n a i r e , a n u r s e d r e w
f o u r s i x - m l b l o o d s am p l e s a n d a s e l f a dm i n i s t e r e d u r i n e s am p l e w e r e c o l l e c t e d i n a
s t e r i l e c o n t a in e r . A l l q u e s t i o i m a i r e s a n d f o r m s w e r e r e v i e w e d a n d a p p r o v e d b y t h e
I n s t i t u t i o n a l R e v i e w B o a r d a t U n i v e r s i t y o f N o rt h C a r o l i n a M e d i c a l S c h o o l . A l l c l i n i c
s t a f f a n d r e s e a r c h e r s w e r e t r a i n e d i n h u m a n s u bj e c t p r o t e c t i o n g u i d e l i n e s . T h i s t r a i n i n g i s
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r e q u i r e d b y th e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o Un a f o r a l l p e r s o n s e n g a g e d l q r e s e a r c h
i n v o l v i n g h u m a n s u bj e c t s a n d p e r t a i n s t o t h e e t h i c a l c o n d u c t i n r e s e a r c h a n d p r o t e c t i o n o f
s u bj e c t s .
H u m a n L y mp h o c y t e I s o l a t i o n
B l o o d w a s c o l l e c t e d i n f o u r a c i d - c i t r a t e d e x t r o s e (A C D ) y e l l o w t o p t u b e s
(a p p r o x im a t e l y 2 4 m l ); (B e c t o n D i c k i n s o n , N J , S o l u t i o n B ) . T h e a n t i c o a g u l a t e d t u b e s
u t i l i z e d a V a c u t a i n e r ® Sa f e t y - L o k
™ B l o o d C o l l e c t i o n Se t {I I G Va x W B e c t o n
D i c k i n s o n
,
N J ) . B l o o d w a s t r a n s f e r r e d t o 3 - 4 s t e r i l e 1 5 m l c o n i c a l c e n t r i f u g e t u b e a n d
m i x e d w i t h e q u a l v o l u m e I x D u l b e c c o
'
s P h o s p h a t e B u f f e r e d S a l i n e (D - P B S, I n v i t r o g e n
N Y ) . F o r e a c h t u b e o f b l o o d u s e d , 3 m l I s o p r e p ® s o l u t i o n (2 : 1) F i c o l l d e n s i t y m e d i u m
(R o bb i n s Sc i e n t i f i c , C A ) w a s p i p e t t e d i n t o a s e p a r a t e 15 m l c e n t r i fu g e t u b e . D i l u t e d
b l o o d w a s c a r e f u l l y o v e r l a y e d o n t o t h e I s o p r e p ® s o l u t i o n , m a k i n g s u r e n o t t o b r e a k t h e
F i c o l l i n t e r f a c e , c e n t r i f u g e d a t 8 00 x g (2 10 0 r p m ) fo r 2 0 - 3 0 m i n u t e s a c c o r d i n g t o t h e
m a n u fa c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n . T h e p e r i p h e r a l b l o o d m o n o n u c l e a r c e l l s (P B M C ) l a y e r w a s
c a r e f u l l y r e m o v e d w i t h a P a s t e u r p i p e t t e u s i n g a s w i r l i n g m o t i o n , t o r e m o v e c e l l s t h a t
a dh e r e d t o t h e c e n t r i f u g e t u b e w a l l . T h i s l a y e r c o n t a i n e d th e w h i t e b l o o d c e l l s (w h i t e
c l o u d y l a y e r ) i n b e t w e e n p l a s m a (t o p ) a n d t h e r e d b l o o d c e l l p e l l e t (b o t t o m ) . T h e P B M C
w e r e t r a n s f e r r e d t o a 15 m l c e n t ri f u g e t u b e a n d g e n t l y r e s u s p e n d e d i n 1 0 m l PB S . T h i s
w a s f o l l o w e d b y c e n t ri f u g a t i o n o f c e l l s a t 2 5 0 x g (12 0 0 r p m ) f o r t e n m i n u t e s . T h e
s u p e r n a t a n t w a s c a r e f i i l l y r e m o v e d a n d th e l ym p h o c y t e p e l l e t r e s u s p e n d e d i n 1 0 m l P B S.
T h i s w a s h i n g p r o c e d u r e w a s a g a i n r e p e a t e d . L y m p h o c y t e s w e r e t h e n r e s u s p e n d e d i n
R PM I M e d i u m 164 0 w i t h o u t L - g l u t am i n e (I n v i t r o g e n , N Y ) . V i a b i l i t y o f c e l l s w a s
d e t e r m i n e d u s i n g t h e t r y p a n b l u e (G i b c o , N Y ) c e l l e x c l u s i o n m e th o d . T h i s m e t h o d
2 0
i n v o l v e s p l a c i n g a 1 : 1 m i x t u r e b y v o l u m e o f s u s p e n d e d c e l l s t o t r y p a n b l u e . U s i n g a
p i p e t t e t o m i x t h o r o u g h l y , t h e c e l l s w e r e p l a c e d o n a h e m a c y t o m e t e r w i t h a c o v e r s l i d e .
V i a b l e c e l l s w i l l e x c l u d e t h e t r y p a n b l u e d y e a n d c a n b e s e e n w i t h a w hi t e n u c l e u s
s u r r o u n d e d b y a b l u e m e mb r a n e . D e a d o r d a m a g e d c e l l m e mb r a n e s w i l l a l l o w s t a i n i n g o f
c e l l n u c l e u s w i t h b l u e c o l o r . C e l l s w e r e c o u n t e d i n a l l f o u r q u a d r a n t s u t i l i z i n g a l i gh t
m i c r o s c o p e (O l ym p u s , N Y ) a n d c o u n t s a v e r a g e d . A n a l i q u o t w a s t a k e n a n d b a s e d o n t h e
n u m b e r o f t o t a l v i a b l e c e l l s
,
w a s d i l u t e d w i t h R P M I t o a f i n a l l ym p h o c y t e c o n c e n t r a t i o n
o f 1x 10
^
c e l l s p e r m l o f R PM I .
P r ep a r a t i o n o f C h e m i c a l s
B e n z o [ a ] p y r e n e (B (a )P , Si g m a , M O ) w a s d i s s o l v e d i n r e a g e n t g r a d e
d i m e th y l s u l f o x i d e (D M SO , Si gm a , M O ) t o a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 2 M . D i e s e l E x h a u s t
E x t r a c t 1 6 5 0 (D E E ) ; (N I S T , M D ) d i s s o l v e d i n 1 . 2 m l o f d i c h l o r o m e t h a n e w a s s o l v e n t
e x c h a n g e d w i t h D M SO t o a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 2 M . T h e n o m i n a l c o n c e n t r a t i o n o f
D E E w a s b a s e d u p o n a p p r o x im a t i n g th e e n t i r e s o l i d m a s s t o r e p r e s e n t a t i v e p o l y c y c l i c
a r o m a t i c h y d r o c a r b o n B (a )P w i th a m o l e c u l a r w e i g h t o f 2 52 . 3 . T h e s e t o x i c a n t s w e r e
a l i q u o t e d i n t o am b e r v i a l s a n d s t o r e d a t - 8 0
° C . So d i u m a r s e n i t e w a s p r e p a r e d d a i l y i n
d e i o n i z e d w a t e r , fi
-
o m a c o n c e n t r a t e d 0 . 5 M s t o c k s o l u t i o n
,
s t o r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e .
So d i u m a r s e n i t e w a s d i l u t e d w i t h d e i o n i z e d
,
d i s t i l l e d w a t e r t o fi n a l c o n c e n t r a t i o n s o f 0 . 2 ,
2 . 0 a n d 2 0 |x M . L y o p h i l i z e d PH A w a s r e h y d r a t e d b y a d d i t i o n o f 10 m l s t e r i l e d i s t i l l e d
w a t e r t o 2 m g / m l , a n d s t o r e d a t - 2 0
° C . P r e v i o u s l y p r e p a r e d c e l l c u l t u r e m e d i a w a s
t h a w e d fi - o m - 8 0 ° f r e e z e r : R P M I 76 % ( G i b c o , N Y n o L - g l u t a m i n e ) , f e t a l b o v i n e s e r u m
2 0 % (G i b c o , N Y , F B S , H e a t i n a c t i v a t e d ) , 2 % P e n i c i l l i n - S t r e p t o m y c i n (G i b c o N Y , 50 0 0
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u /m l : 5 0 0 0 u g / m l ) , 2% L - G l u t a m i n e (G i b c o , N Y 2 0 0m M ) b y v o l u m e . 16 0 m l o f R P M I
w i t h o u t L - g l u t a m i n e w a s a d d e d t o 1 0 0 m l F B S t o a fi un a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 0 % , 10 m l
P e n i c i l l i n - S t r e p t o m y c in a n d 10 m l L - g l u t a m i n e , t o fi n a l c o n c e n t r a t i o n s o f 2 . 0% , w e r e
a d d e d p r i o r t o i n c u b a t i o n . C e l l c u l t u r e m e d i a w a s fi l t e r e d w i t h 5 0 0 m l fi l t e r p a c k
(C o m i n g , N Y ) .
D o s i n g a n d P l a t i n g o f C e l l s
E a c h s u bj e c t
'
s l y m p h o c y t e s a c t e d a s t h e i r o w n c o n t r o l (b a s e l i n e ) t o e v a l u a t e
s u b s e q u e n t p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y f o l l o w i n g t h e a d d i t i o n o f a m i t o g e n i c s t im u l a n t
p h y t o h e m a gg lu t i n i n (PH A G i b c o , N Y ) . T h e c o n t r o l s w e r e a s fo l l o w s ; 1 ) m e d i a c o n t r o l -
c e l l s p l u s m e d i a (R PM I ), 2 )P H A / m e d i a c o n t r o l - c e l l s , m e d i a a n d P H A , 3) D M SO
c o n t r o l - c e l l s
,
D M SO a n d m e d i a
,
4 ) P H A / D M SO c o n t r o l - c e l l s , P H A , D M SO , a n d m e d i a .
T o f a c i l i t a t e h o m o g e n e o u s m i x i n g o f c e l l s , t o x i c a n t s a n d m e d i a w e r e p l a c e d i n E p p e n d o r f
t u b e s a n d m i x e d w i th g e n t l e v o r t e x i n g , t o e n s u r e a d e q u a t e m i x i n g p r i o r t o p l a t i n g . 3 50 ^ 1
(0 . 3 5 m l ) o f t h e 1x 1 0
^ / m l c e l l s w e r e p l a c e d i n t h i r t e e n 0 . 5 m l E p p e n d o r f t u b e s . A l s o
d o s e s o f t h r e e t o x i c a n t s B (a ) P , D E E a t 0 . 2 , 2 . 0 a n d 2 0 i^ M a n d s o d i u m a r s e n i t e 0 . 0 2 , 0 . 2
a n d 2 . 0 ]xM w e r e a d d e d . T o s t im u l a t e c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n P H A (2 2 |i l ; 2 m g /m l ) w a s
a d d e d t o a l l t u b e s e x c e p t c o n t r o l t u b e s 1 & 3 . T o f a c i l i t a t e p l a t i n g o f t h e t h r e e t o x i c a n t s
a t t h e t h r e e d i f f e r e n t d o s e l e v e l s
,
n i n e a d d i t i o n a l t u b e s w i t h 0 . 3 5 m l o f c e l l s , P H A a n d
c e l l c u l t u r e m e d i a a d d e d s u c h t h a t t h e t o t a l v o l u m e i n e a c h w e l l w a s 5 0 0 |j l ir r e s p e c t i v e
o f t r e a tm e n t . I m m e d i a t e l y p r i o r t o p l a t i n g e a c h t u b e t o x i c a n t w a s a d d e d . T u b e s w e r e
g e n t l y v o r t e x e d t o m i x t h o r o u gh l y a n d 10 0 |u l w a s p i p e t t e d i n t o t r i p l i c a t e w e l l s o f a 9 6
w e l l p l a t e (C o s t a r , M A ).
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M e a s u r e m e n t o f L y mp h o cy t e P r o l if e r a t i o n
L y m p h o c y t e s w e r e i n c u b a t e d f o r 6 8 h a t 3 7
° C i n a 5% C O 2 a tm o s p h e r e (F o r m a
Sc i e n t i fi c St e r i - C u l t 2 0 0 ) . C h a n g e s i n a n y c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n w a s q u a n t i t a t e d f o l l o w i n g
a d d i t i o n o f 4 0 l^ l C e l l T i t e r 9 6 ® A q u e o u s O n e (P r o m e g a , C A ) M T S [ (3 - (4 , 5 -
d im e th y l t h i a z o l - 2 - y l ) - 5 - (3 - c a r b o x ym e t h o x y ph e n y l ) - 2 - (4 - s u l f o p h e n y l ) - 2 H - t e t r a z o l i u m ]
w h i c h i s r e d u c e d t o f o r m a z a n b y c e l l s t h a t a r e m e t a b o l i c a l l y a c t i v e (B a r l t r o p , 1 9 9 1 ) .
A ft e r a d d i t i o n o f t h e A Q O n e , i n c u b a t i o n f o r 4 h , qu a n t i f i c a t i o n w a s d e t e r m i n e d b y
r e a d i n g t h e a b s o r b a n c e o n m i c r o p l a t e r e a d e r (A n th o s , S a l z b u r g , A u s t r i a ) a t 4 9 0 n m .
Cy t o t o x i c i ty St u dy
T o e v a l u a t e t h e t o x i c i t y o f B (a )P , D E E a n d s o d i u m a r s e n i t e f o r p u r p o s e s o f e s t a b l i s h i n g
d o s e s t h a t w e r e n o t c y t o t o x i c e a c h w e l l c o n t a i n i n g l y m p h o c y t e s w a s t r e a t e d a t e a c h d o s e
i n t h e a b s e n c e o f P H A f o r 6 8 h r s a n d c o m p a r e d t o c e l l s w i t h n o t o x i c a n t t r e a tm e n t .
D a t a I n c l u s i o n C r i t e r i a
A c r i t e r i o n f o r i n c l u s i o n o f d a t a fo r s u b s e q u e n t a n a l y s i s w a s i n t e r - w e l l v a r i a b i l i t y < 2 0%
f o r e a c h d o s e o f e a c h t r e a tm e n t (t r i p l i c a t e w e l l s ) , a n d < 2 0% v a r i a b i l i t y b e t w e e n t h e t w o
c o n t r o l s , i n c o r p o r a t i n g t h e t w o s o l v e n t s u s e d t o d i l u t e t h e t o x i c a n t s . T h e c o n t r o l f o r B (a )P
a n d D E E c o n t a i n e d D M SO ; c o n t r o l f o r s o d i u m a r s e n i t e c o n t a i n e d w a t e r . E a c h c o n t r o l
c o n t a i n e d th e s o l v e n t s ; c e l l s , RP M I , d u p H c a t e d w i t h a n d w i th o u t P H A t o a s s u r e
m i t o g e n i c s t i m u l a t i o n h a d o c c u r r e d . S i x t e e n o u t o f 3 8 s u bj e c t s m e t t h e s e s t r i n g e n t c r i t e r i a
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f o r a l l t o x i c a n t s a t a l l d o s e s . D a t a i n t h e f i g u r e s r e f l e c t e i t h e r t h e n = 16 , o r a l l d a t a n =
3 8
,
i . e . r e g a r d l e s s o f w h e th e r w e h a d d a t a f o r a l l d o s e s a n d t o x i c a n t s .
T h e b a s e l i n e d a t a w a s r a n k o r d e r e d a n d t h e n e q u a l l y d i v i d e d i n t o tw o g r o u p s
(g r o u p 1 t h o s e w i t h h i g h e r b a s e l i n e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y ; g r o u p 2 t h o s e w i t h l o w e r
b a s e l i n e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y ) . T h i s s o r t i n g o f d a t a e n a b l e d u s t o a s s e s s w h e t h e r t h e r e
w e r e d i f f e r e n t r e s p o n s e s b y g r o u p .
St a t i s t i c a l A n a ly s i s
D a t a a n a l y s e s w e r e c o n d u c t e d fo r l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s f o r e a c h s u bj e c t .
C o m p a r i s o n s b e tw e e n s u bj e c t s
'
p r o l i f e r a t i v e c h a n g e s , d u e t o t o x i c a n t t r e a t m e n t , w e r e
e v a l u a t e d b y g r o u p i n g a c c o r d i n g t o a g e , g e n d e r a n d m e a n r e s p o n s e . M e a n p r o l i f e r a t i v e
r e s p o n s e f o r n ^ 3 8 s e r v e d a s d i v i s i o n p o in t f o r d a t a i n t o g r o u p 1 (a b o v e m e a n ) a n d gr o u p
2 (b e l o w m e a n ) a n d f o r n = 16 g r o u p A (a b o v e m e a n ) a n d g r o u p B (b e l o w m e a n ) .
C o e f fi c i e n t s o f v a r i a t i o n (C V ) w e r e c a l c u l a t e d , t o c o m p a r e v a r i a t i o n s o f t h e d i s t r ib u t i o n s ,
a s s t a n d a r d d e v i a t i o n d i v i d e d b y m e a n . St u d e n t - t t e s t s w e r e u s e d t o c o m p a r e t h e a c t u a l
d i f f e r e n c e b e t w e e n tw o m e a n s i n r e l a t i o n t o t h e v a r i a t i o n i n t h e d a t a ( e x p r e s s e d a s t h e
s t a n d a r d d e v i a t i o n o f t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e m e a n s ) . S t a t i s t i c a l s i g n i fi c a n c e s w e r e
e s t a b l i s h e d w i t h a l p h a s e t a t 0 . 0 5 , 0 . 0 1 a n d 0 . 0 0 1 . D a t a w e r e a s s u m e d t o b e n o r m a l l y
d i s t r i b u t e d .
S t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s d o n e u s i n g E x c e l
®
s o f t w a r e fi - o m M i c r o s o ft O f fi c e Su i t e 2 0 0 3
(R e dm o n d WA ). I n c l u d e d a r e a v e r a g e s , c o r r e l a t i o n c o e f fi c i e n t s , s t a n d a r d d e v i a t i o n s ,
s t u d e n t t t e s t s
, (p a i r e d , h o m o s c e d a s t i c , a n d h e t e r o s c e d a s t i c ) . G r a p h i c a l r e p r e s e n t a t i o n s
(f i g u r e s 4 , 5 , 6 ) E x c e l
®
o t h e r r e p r e s e n t a t i o n s a r e P r i s m s o f t w a r e v e r s i o n 3 . 02 (2 0 0 0 )
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f r o m G r a p hP a d So ft w a r e , I n c . (Sa n D i e g o , C A ) . T h e e f f e c t s o f t o x i c a n t t r e a tm e n t s o n
h u m a n T - l y m p h o c y t e s w e r e m e a s u r e d b y a b s o r b a n c e o n a n o p t i c a l p l a t e r e a d e r . V i a b l e
T - l y m p h o c y t e s m e t a b o l i z e C e l l T i t e r 9 6 ® A q u e o u s O n e i n t o a l i g ht a b s o r b i n g f o r m a z a n
dy e , a n d c a n b e q u a n t i t a t i v e l y m e a s u r e d b y a l t e r a t i o n in a b s o r b a n c e . T o x i c a n t t r e a t e d
m i t o g e n s t im u l a t e d l ym p h o c y t e s a r e c o m p a r e d t o u n t r e a t e d m i t o g e n s t im u l a t e d
l ym p h o c y t e s a c t i n g a s c o n t r o l s .
3 . R e s u l t s
C o mp a r a t i v e Cy t o t o x i c i ty
F i g u r e 1 r e p r e s e n t s t h e r e s u l t s o f c y t o t o x i c i t y t e s t i n g f o r a l l t hr e e t o x i c a n t s a t t h r e e d o s e
l e v e l s . R e s p o n s e s a r e s h o w n a s o p t i c a l d e n s i t i e s w i t h m e a n + / - s t a n d a r d d e v i a t i o n s a n d
p - v a l u e s . T o d e t e r m i n e c y t o t o x i c i t y , c e l l s w i t h t o x i c a n t t r e a tm e n t s b u t n o m i t o g e n i c
s t im u l a t i o n (P H A ) w e r e e v a l u a t e d . U n s t im u l a t e d c e l l s a r e u s e d w h e n t e s t i n g fo r
c y t o t o x i c i t y b e c a u s e n o r m a l c e l l f u n c t i o n m u s t b e p r e s e n t . A n y a l t e r a t i o n s u c h a s
s t im u l a t e d c l o n a l p r o l i f e r a t i o n m i g h t m a s k th e t r u e c y t o t o x i c i t y o f t h e c o m p o u n d .
Su p p r e s s i o n o f r e s p o n s e s d u e t o t r e a tm e n t s w e r e c o m p a r e d t o c o n t r o l s f o r s i g n i f i c a n t
di f f e r e n c e s . O n l y t h e h i g h e s t d o s e o f A s 2 0 ^ M p < 0 . 0 0 1, (0 . 3 0 4 ± 0 . 0 0 6 ; m e a n ± S . D . )
w a s t o x i c . B a s e d o n t h i s o b s e r v a t i o n
,
w e r e d u c e d t h e h i g h e s t d o s e o f s o d i u m a r s e n i t e
fr o m 2 0 t o 2 . 0 |. i M . T h u s t h e fo l l o w i n g d o s e s w e r e c h o s e n fo r s u b s e q u e n t
i mm u n o t o x i c i t y t e s t i n g : 0 . 2 , 2 . 0 a n d 2 0 |a M f o r B (a )P a n d D E E a n d 0 . 0 2 a n d 0 . 2 a n d 2 . 0
[aM f o r s o d i u m a r s e n i t e .
C o mp a r a t i v e P o t e n c y
F i g u r e 2 s h o w s t h e d a t a f r o m 16 s u bj e c t s f o r w h i c h w e h a d d a t a f o r e a c h t o x i c an t
a n d d o s e . E f f e c t o f t r e a t m e n t w a s m e a s u r e d b y c h a n g e s i n p r o l i f e r a t i o n r e s p o n s e ,
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n o r m a l i z e d t o b a s e l i n e l e v e l s a n d q u a n t i t a t e d a s a p e r c e n t a g e o f t h e c o n t r o l o r b a s e l i n e
l e v e l B (a )P (p < 0 . 0 0 1 ) a n d D E E (p < 0 . 0 0 1 ) w e r e s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t f r o m s o d i u m
a r s en i t e a t t h e 2 . 0 ^ M d o s e , b u t n o t fi - o m e a c h o t h e r , B (a )P (9 9 . 2 ± 3 3 . 0 ) a n d D E E ( 10 6 . 7
± 2 2 . 4 ) . T h i s i l l u s t r a t e s t h a t s o d i u m a r s e n i t e i s m o r e t o x i c 1 . 7 3 t im e s m o r e t o x i c t h a n
B (a )P a n d 1 . 8 4 t im e s m o r e t o x i c t h a n D E E . N o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s fi
-
o m c o n t r o l
l e v e l s w e r e o b s e r v e d a t t h e l o w e r t w o d o s e s i r r e s p e c t i v e o f t r e a t m e n t .
W e o b s e r v e d a g r e a t e r i n h i b i t i o n o f c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n f o r s o d i i m i a r s e n i t e
t r e a t e d l y m p h o c y t e s t h a n f o r B (a )P o r D E E . T h e s o d i u m a r s e n i t e s u p p r e s s e d c e l l u l a r
p r o l i f e r a t i o n a t a d o s e t e n t im e s l o w e r (2 . 0 )j M ) th a n B (a )P a n d D E E (2 0 )j M ) . M e a n
l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t i e s c o m p a r e d t o c o n t r o l s o f 1 0 0 % fo r B (a )P a n d D E E a t
2 . 0 |a M w e r e 9 9 . 2 % a n d 10 6 . 7 %) r e s p e c t i v e l y c o m p a r e d t o 5 7 . 9 % s u p p r e s s i o n o f
p r o Uf e r a t i o n f o r s o d i u m a r s e n i t e a t t h e 2 . 0 ^ M l e v e l .
D o s e D e p e n d e n t Eff e c ts o n L y mp h o c y t e P r o l if e r a t i o n
F i g u r e 3 r e p r e s e n t s l i n e a r r e g r e s s i o n a n d F i g u r e 4 m e a n d a t a fr o m a l l s u bj e c t s
(n = 3 8 ) , r e g a r d l e s s o f w h e t h e r e a c h i n d i v i d u a l h a d d a t a f o r a l l t hr e e d o s e s a n d t o x i c a n t s .
B (a )P a n d D E E a t t h e 2 0 |j M d o s e s w e r e s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t fr o m t h e c o n t r o l l e v e l s (p
< 0 . 0 1 ) . So d i u m a r s e n i t e , a t t h e 2 . 0 |i M l e v e l , w a s d i f f e r e n t s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t fr o m
t h e c o n t r o l l e v e l (p < 0 . 0 0 1 ) . W h e n c o m p a r e d t o c o n t r o l l e v e l s a s l i g h t i n c r e a s e i n
p r o U f e r a t i v e c a p a c i t y w a s s e e n i n t h e 2 . 0 |xM a n d t h e 0 . 2 \i M D E E ( 10 2 . 6%) a n d 10 3 . 1% ).
T h e c o e f fi c i e n t o f v a r i a t i o n f o r i n d i v i d u a l s a t t h e c o n fr o l l e v e l s f o r a l l t h e s u bj e c t s (n = 3 8 )
w a s 2 7 . 7% . T h i s v a r i a t i o n b e t w e e n i n d i v i d u a l s w a s l o w e r f o l l o w i n g a l l t h r e e t r e a t m e n t s
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e x c e p t a t t h e h i g h e s t do s e w h e r e m o r e v a r i a b i h t y i n r e s p o n s i v e n e s s w a s o b s e r v e d i . e .
B (a )P , 3 3 . 3 % ; D E E , 3 7 . 1% ; So d i u m a r s e n i t e , 4 3 % r e s p e c t i v e l y .
I n t e r i n d i v i d u a l r e sp o n s e s t o t r e a t m e n t
M e a n v a l u e s o f p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e c h a n g e s (F i g u r e 2 a n d 3 ) f o l l o w i n g
t r e a t m e n t d o n o t p r o v i d e u s e fu l i n f o r m a t i o n o n i n d i v i du a l r e s p o n s e s t o t r e a tm e n t .
F i g u r e s 5 , 6 , a n d 7 r e p r e s e n t i n d i v i du a l r e s p o n s e s t o B (a )P , D E E a n d s o d i u m a r s e n i t e .
T h e y a l s o i l l u s t r a t e t h e e q u a l l y d i v e r s e r a n g e o f s t im u l a t i v e a n d s u p p r e s s i v e e f f e c t s o f
B a P
,
D E E a n d s o di u m a r s e n i t e a t t h e tw o l o w e r d o s e s . A b o u t a n e q u a l n u m b e r o f
i n d i v i d u a l s s h o w e d s t im u l a t e d p r o l i f e r a t i o n a s s h o w e d s u p p r e s s e d p r o l i f e r a t i o n . A t t h e
tw o l o w e s t d o s e s f o r a l l t h r e e c h em i c a l s t h e imm u n o t o x i c a n t e f f e c t s w e r e a l m o s t e q u a l l y
d i v i d e d b e tw e e n t h o s e i n d i v i d u a l s r e s p o n d i n g w i th e n h a n c e d s t im u l a t o r y e f f e c t s a n d
th o s e r e s p o n d i n g w i t h a n im m u n o s u p p r e s s i v e e f f e c t (f i g u r e s 5 , 6 , 7 ) . F o r e x a m p l e , t h e
t w o l o w e s t d o s e s o f B ( a )P , 0 . 2 |i M , a n d 2 . 0 |x M , s h o w e d 4 4 % a n d 56 % o f t h e i n d i v i du a l s
h a d im m u n o s u p p r e s s i v e r e s p o n s e r e sp e c t i v e l y ; D E E , 0 . 2 |i M , a n d 2 . 0 |j , M , 5 0 a n d 5 0
p e r c e n t r e s p e c t i v e l y ; s o d i u m a r s e n i t e , 0 . 0 2 ^ M , a n d 0 . 2 ^ M 6 0% a n d 4 0% o f th e
i n d i v i d u a l s ' l y m p h o c y t e s h a d a im m u n o s u p p r e s s i v e r e s p o n s e r e s p e c t i v e l y , h i c o n t r a s t a t
t h e h i g h e s t d o s e l e v e l 8 1% , 6 2 % , 9 4 % o f t h e i n d i v i d u a l s d e m o n s t r a t e d a n s u p p r e s s i v e
e f f e c t o n p r o l i f e r a t i o n a t t h e h i g h e s t d o s e s o f B a P , D E E a n d s o d i u m a r s e n i t e r e s p e c t i v e l y .
I n c o n t r a s t t h e l y m p h o c y t e s fr o m t h e m a j o r i t y o f i n d i v i d u a l s s h o w a c l e a r
im m u n o s u p p r e s s i v e r e s p o n s e a t t h e 2 . 0 i^ M d o s e o f s o d i u m a r s e n i t e .
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D if e r e n c e s i n i n t r i n s i c p r o l if e r a t i v e c a p a c i ty by a g e a n d g e n d e r
F i g u r e 8 i l lu s t r a t e s t h e c e l l u l a r p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y o f t h e s u bj e c t s i n t h e p r e s e n c e o f
P H A . T h e f i g u r e p r e s e n t s t h e d a t a w i t h t h e s u b j e c t s fr o m e a c h d a t a s e t (n = 3 8 a l l d a t a
m e e t i n g t h e d a t a a n a l y s i s c r i t e r i a ) a n d (n = 16 w h i c h i n c l u d e d d a t a fr o m o n l y t h o s e
i n d i v i d u a l s t h a t h a d d a t a f o r a l l t h r e e t o x i c a n t s a t a l l t h r e e d o s e s ) . A ft e r t h e i n t r i n s i c d a t a
w a s r a n k o r d e r e d w i t h r e s p e c t t o a n i n d i v i d u a l
'
s c e l l p r o l i f e r a t i o n i n t h e p r e s e n c e o f
PH A
,
w e d i v i d e d t h e d a t a i n t o t w o e q u a l g r o u p s ; t h o s e w i t h h i g h p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y
(g r o u p 1 , n = 1 8 ; g r o u p A , n = 8 ) a n d t h o s e w i t h l o w c a p a c i t y t o p r o l i f e r a t e (g r o u p 2 , n =
1 8 ; g r o u p B , n = 8 ) . D i f f e r e n c e s b e t w e e n b a s e l i n e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y w e r e
s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t fr o m e a c h o t h e r [g r o u p 1 & 2 ; n = 3 8 , p < 0 . 0 0 1 ; (g r o u p A & g r o u p
B ; n
= 16 , p ^ . 0 0 1 )] . F i g u r e 9 s h o w s t h a t p e d i a t r i c s u bj e c t s , (c h i l d r e n l e s s t h a n 1 8 y e a r s
o l d ) w e r e n o t s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t fr o m t h e a d u l t s a t t h e p < 0 . 0 5 l e v e l . P r o l i f e r a t i v e
r e s p o n s e s o f m e n w e r e s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t (h i g h e r ) fr o m w o m e n (p < 0 . 0 5 , 10 7 . 6 ±
3 0 . 3 9) .
F i g u r e 8 i l l u s t r a t e s c l e a r d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e t w o g r o u p s o f i n d i v i d u a l s
'
r e s p o n s e s a t t h e h i g h e s t d o s e f o r a l l t h r e e t o x i c a n t s . G r o u p 1 w a s s i g n i f i c a n t l y l o w e r (p <
0 . 0 5
, p < 0 . 0 5 p < 0 . 0 0 1 ) th a n g r o u p 2 a t 2 0 ^ M B (a )P a n d D E E a n d A s a t t h e 2 . 0 [xM
d o s e r e s p e c t i v e l y .
S im i l a r l y , F i g u r e 1 0 d e m o n s t r a t e s t h a t g r o u p A i n d i v i d u a l s (t h o s e w i t h a h i g h
i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y r e l a t i v e t o g r o u p B ) r e s p o n d t o t r e a t m e n t b y d e c r e a s e i n
p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y f o l l o w i n g t r e a t m e n t w i t h a l l t hr e e t o x i c a n t s a t a l l d o s e l e v e l s . I n
c o n t r a s t t h e g r o u p w i t h a l o w e r p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y (g r o u p B ) s h o w s s t im u l a t o r y
2 8
1 0 0
_ 0 5 0
J I
* * *
C o n t r o l 0 2 0 2 2 0 2 0 0 2 2 0 2 0
B (a )P D E E
C o n c e n t r a t i o n s
S o d i u m A r s e n i t e
F i gu r e 1 . C y t o t o x i c i t y t e s t i n g o f h u m a n T - l ym p h o c y t e s t r e a t e d i n v i t r o w i t h B (a )P , D E E a n d s o d i u m a r s e n i t e . T r e a t e d c e l l s w e r e
e x p o s e d i n c e l l c u l t u r e f o r 6 8 h r s t o B (a )P (0 . 2 , 2 . 0 , 2 0 ^ M ), D E E (0 . 2 , 2 . 0 , 2 0 n M ), o r s o d i u m a r s e n i t e (0 . 0 2 , 0 . 2 , 2 . 0 ^ M ) . C e l l u l a r
p r o l i f e r a t i o n w a s e v a l u a t e d b y i n c u b a t i o n o f c e l l c u l t u r e s w i t h A q u e o u s O n e
® f o r 4 h r s a n d m e a s u r i n g o p t i c a l a b s o r b a n c e (X = 4 9 2
n m ) . D e c r e a s e i n t h e r e s p o n s e o f T - l y m p h o c y t e s t o P H A s t im u l a t i o n w e r e d e t e r m i n e d t o b e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t b y St u d e n t
'
s ^ t e s t :
* * *
p < 0 . 0 0 1 .
2 9
- 2 0 0
O 1 5 0
O 1 0 0
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r 2 0 0
- 1 5 0
- 1 0 0
- 5 0
0 02 0 2 2 0
B (a )P D E E
C o n c e n t r a t i o n s (\i M )
S o d i u m A r s e n ite
F i gu r e 2 . C o m p a r a t i v e p o t e n c y . I n v i t r o p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s (n = 16 ) o f h u m a n T - l ym p h o c y t e s (m e a n ± SD ) p r e s e n t e d a s p e r c e n t
o f c o n t r o l c e l l s . C o n t r o l a n d t r e a t e d c e l l s w e r e s t im u l a t e d w i t h P H A t o i n d u c e a c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n . T r e a t e d c e l l s w e r e e x p o s e d i n
c e l l c u l t u r e f o r 6 8 h r s t o B (a )P (0 . 2 , 2 . 0 , 2 0 |x M ), D E E (0 . 2 , 2 . 0 , 2 0 ^ M ) , o r s o d i u m a r s e n i t e (0 . 0 2 , 0 . 2 , 2 . 0 ^ M ). C e l l u l a r p r o U f e r a t i o n
w a s e v a l u a t e d b y i n c u b a t i o n o f c e l l c u l t u r e s w i t h A q u e o u s O n e
® f o r 4 h r s a n d m e a s u r i n g o p t i c a l a b s o r b a n c e (X = 4 9 2 n m ) . D e c r e a s e s
i n t h e p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e o f T - l y m p h o c y t e s w e r e d e t e r m i n e d t o b e s t a t i s t i c a l l y s i gn i f i c a n t b y S t u d e n t
'
s t t e s t : * * * p < 0 . 0 0 1 .
3 0
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F i g u r e 3 . C o m p a r a t i v e p o t e n c y o f B (a )P , D E E a n d s o d i u m a r s e n i t e . I n v i t r o p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s (n = 16 ) o f h u m a n T - l y m ph o c y t e s
(m e a n ± SD ) p r e s e n t e d a s p e r c e n t o f c o n t r o l c e l l s . C o n t r o l a n d t r e a t e d c e l l s w e r e s t i m u l a t e d w i t h PH A t o i n d u c e a c e l l u l a r
p r o l i f e r a t i o n . T r e a t e d c e l l s w e r e e x p o s e d i n c e l l c u l t u r e f o r 6 8 hr s t o B (a )P (0 . 2 , 2 . 0 , 2 0 ^ M ) , D E E ( 0 . 2 , 2 . 0 , 2 0 [i M ) , o r s o di u m
a r s e n i t e (0 . 0 2 , 0 . 2 , 2 . 0 |j M ) . C e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n w a s e v a l u a t e d b y i n c u b a t i o n o f c e l l c u l t u r e s w i t h A qu e o u s O n e
®
f o r 4 h r s a n d
m e a s u r i n g o p t i c a l a b s o r b a n c e (X = 4 9 2 n m ). D e c r e a s e s i n t h e p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e o f T - l ym p h o c y t e s w e r e d e t e r m i n e d t o b e
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t b y St u d e n t
'








5 0 U i i i i i
Co n t r o l 0 2 2 0 2 0 0 2 2 0 2 0
* * *




B (a )P D E E
C o n c e n t r a t io n s
0 0 2 0 2 2 0
S o d i u m A r s e n ite
F i g u r e 4 . D o s e d e p e n d e n t p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y . I n v i t r o p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s (n = 3 8 ) o f h u m a n T - l y m p h o c y t e s (m e a n ± SD )
p r e s e n t e d a s p e r c e n t o f c o n t r o l c e l l s . C o n t r o l a n d t r e a t e d c e l l s w e r e s t im u l a t e d w i t h P H A t o i n d u c e a c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n . T r e a t e d
c e l l s w e r e e x p o s e d i n c e l l c u l t u r e f o r 6 8 h r s t o B (a )P ( 0 . 2 , 2 . 0 , 2 0 i^ M ), D E E (0 . 2 , 2 . 0 , 2 0 ^ M ), o r s o d i u m a r s e n i t e (0 . 0 2 , 0 . 2 , 2 . 0 ^ M ).
C e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n w a s e v a l u a t e d b y i n c u b a t i o n o f c e l l c u l t u r e s w i t h A q u e o u s O n e
®
fo r 4 h r s a n d m e a s u r i n g o p t i c a l a b s o r b a n c e (X
= 4 9 2 n m ) . D e c r e a s e s i n t h e p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e o f T - l y m p h o c y t e s w e r e d e t e r m i n e d t o b e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t b y St u d e n t
'
s t t e s t :
* * *
p < 0 . 0 0 1 .
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F i g u r e 5 . I n t e r - i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s i n p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e t o B ( a )P . I n v i t r o
p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s (n = 16 ) o f h u m a n T - l y m p h o c y t e s r e s u l t s a r e p r e s e n t e d a s p e r c e n t
o f c o n t r o l c e l l s . T r e a t e d c e l l s w e r e e x p o s e d i n c e l l c u l t u r e f o r 6 8 h r s t o B (a )P (0 . 2 , 2 . 0 ,
2 0 )x M ) . C e l l s w e r e s t im u l a t e d w i t h PH A t o i n d u c e a c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n . C e l l u l a r
p r o l i f e r a t i o n w a s e v a l u a t e d b y i n c u b a t i o n o f c e l l c u l t u r e s w i t h A q u e o u s O n e
®
f o r 4 h r s
a n d m e a s u r i n g o p t i c a l a b s o r b a n c e (X = 4 9 2 n m ).
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F i g u r e 6 . I n t e r - i n d i v i d u a l di f f e r e n c e s i n p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e t o D E E . I n v i t r o
p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s (n = 16 ) o f h u m a n T - l ym p h o c y t e s r e s u l t s a r e p r e s e n t e d a s p e r c e n t
o f c o n t r o l c e l l s . T r e a t e d c e l l s w e r e e x p o s e d i n c e l l c u l t u r e f o r 6 8 h r s t o D E E (0 . 2 , 2 . 0 , 2 0
HM ) . C e l l s w e r e s t im u l a t e d w i t h PH A t o i n du c e a c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n . C e l l u l a r
p r o l i f e r a t i o n w a s e v a l u a t e d b y i n c u b a t i o n o f c e l l c u l t u r e s w i t h A q u e o u s O n e
® f o r 4 h r s
a n d m e a s u r i n g o p t i c a l a b s o r b a n c e (X = 4 9 2 n m ).
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F i g u r e 7 . I n t e r - i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s i n p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e t o s o d i u m a r s e n i t e . I n
v i t r o p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s (n = 16 ) o f h u m a n T - l y m p h o c y t e s r e s u l t s a r e p r e s e n t e d a s
p e r c e n t o f c o n t r o l c e l l s . T r e a t e d c e l l s w e r e e x p o s e d i n c e l l c u l t u r e f o r 6 8 hr s t o s o d i u m
a r s e n i t e (0 . 0 2 , 0 . 2 , 2 . 0 ^ M ). C e l l s w e r e s t im u l a t e d w i t h P H A t o i n d u c e a c e l l u l a r
p r o l i f e r a t i o n . C e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n w a s e v a l u a t e d b y i n c u b a t i o n o f c e l l c u l t u r e s w i t h
A qu e o u s O n e
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F ig u r e 8 . I n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y . I n v i t r o p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s o f h u m a n T - l ym p h o c y t e s (m e a n ± SD ) p r e s e n t e d a s o p t i c a l
d e n s i t i e s . C e l l s i n c u b a t e d w i th o u t t r e a tm e n t fo r 6 8 hr s ; c e l l s w e r e s t im u l a t e d w i t h P H A t o i n d u c e a c e l l u l a r pr o l i f e r a t i o n . C e l l u l a r
p r o l i f e r a t i o n w a s e v a l u a t e d b y i n c u b a t i o n o f c e l l c u l t u r e s w i t h A q u e o u s O n e
®
fo r 4 hr s a n d m e a s u r i n g o p t i c a l a b s o r b a n c e (X = 4 9 2
n m ). D e c r e a s e s i n t h e p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e o f T - l y m p h o c y t e s w e r e d e t e r m i n e d t o b e s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t b y S t u d e n t
'
s / - t e s t : * * *
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F i g u r e 9 . I n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y i n c h i l dr e n c o m p a r e d t o a d u l t s ; a n d f em a l e s i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y c o m p a r e d t o
m a l e s . I n v i t r o p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s o f h u m a n T - l ym p h o c y t e s (m e a n ± SD ) p r e s e n t e d a s o p t i c a l d e n s i t i e s . C e l l s i n c u b a t e d w i t h o u t
t r e a tm e n t f o r 6 8 h r s ; c e l l s w e r e s t im u l a t e d w i t h PH A t o i n d u c e a c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n . C e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n w a s e v a l u a t e d b y
i n c u b a t i o n o f c e l l c u l t u r e s w i t h A q u e o u s O n e
®
f o r 4 h r s a n d m e a s u r i n g o p t i c a l a b s o r b a n c e (X = 4 9 2 n m ). D e c r e a s e s fr o m c o n t r o l s i n
t h e p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e o f T - l y m p h o c y t e s w e r e d e t e r m i n e d t o b e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t b y S t u d e n t
'
s ^ t e s t : * p < 0 . 0 5 .
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F i g u r e 10 . C o m p a r i s o n s i n r e s p o n s e s b e t w e e n t w o g r o u p s s e p a r a t e d b y m e a n (n = 1 6 ) G r o u p l (n = 8) , a b o v e m e a n r e p r e se n t s h i g h i n t r i n s i c
p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y ; g r o u p 2 (n
= 8 ) b e l o w m e a n r e p r e s e n t s l o w i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c it y . I n v i t r o p r o l i f e r a t iv e r e sp o n s e s o f h u m a n T -
ly m p h o c y t e s (m e a n ± S D ) p r e s e n t e d a s p e r c e n t a g e o f c o n t r o l s T r e a t e d c e l l s w e r e e x p o s e d i n c e l l c u l t u r e f o r 6 8 h r s t o B (a )P (0 . 2 , 2 . 0 , 2 0 (xM ) ,
D E E (0 . 2 , 2 0 , 2 0 |i M ) , o r A s (0 . 0 2 , 0 . 2 , 2 0 (xM ) . C e l l s w e r e s t im u l a t e d w i t h P H A t o i n d u c e a c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n . C e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n
w a s e v a l u a t e d b y i n c u b a t i o n o f c e l l c u l t u r e s w i t h A q u e o u s O n e
®
f o r 4 h r s a n d m e a s u r in g o p t i c a l a b s o r b a n c e (X = 4 92 ). D e c r e a s e s i n th e
p r o h f e r a t i v e r e s p o n s e o f T - l y m p h o c j ^ e s w e r e d e t e r m in e d t o b e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t b y St u d e n t
'
s t t e st :
*
p < 0 . 0 1;
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F i g u r e 1 1 . D i f f e r e n t i a l e f f e c t s o f t o x i c a n t s s t r a t i f i e d b y i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y . I n v i tr o p r o l i f e r a t i v e r e sp o n s e s (n = 16 ) o f h u m a n T -
l y m p h o c y t e s p r e s e n t e d a s o p t i c a l d e n s i t i e s . T r e a t e d c e l l s w e r e e x p o s e d i n c e l l c u l t u r e f o r 6 8 h r s t o B ( a )P (0 . 2 , 2 .0 , 2 0 )x M ) , D E E (0 . 2 , 2 . 0 , 2 0
i^ M ) , o r s o d i u m a r s e n i t e (SA ) (0 . 0 2 , 0 . 2 , 2 . 0 n M ) . C e l l s w e r e s t im u l a t e d w i t h PH A t o i n d u c e a c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n C e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n
w a s e v a l u a t e d b y i n c u b a t io n o f c e l l c u l t u r e s w i t h A q u e o u s O n e
®
f o r 4 h r s a n d m e a s u r i n g o p t i c a l a b s o r b a n c e (X = 4 92 n m ) .
3 9
4 . D i s c u s s i o n
O u r w o r k e x a m i n e d t h e i n v i t r o im m u n o t o x i c i t y o f t h r e e e n v i r o n m e n t a l l y r e l e v a n t
c o m p o u n d s , B (a )P , D E E a n d s o d i u m a r s e n i t e a s a s s e s s e d b y e v a l u a t i n g e f f e c t s o n P H A
s t im u l a t e d c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n o f T - l ym p h o c y t e s i s o l a t e d fr o m w h o l e b l o o d o f 3 8
i n d i v i d u a l s ( 1 0 c h i l d r e n , 2 8 a d u l t s ) . T h e g o a l s o f o u r s t u d y w e r e t o e v a l u a t e t h e
c y t o t o x i c i t y , r e l a t i v e p o t e n c y a n d d o s e - d e p e n d e n t e f f e c t s o f t h e s e t hr e e c h e m i c a l s . W e
m e a s u r e d t h e e f f e c t s o f t r e a t m e n t w i t h t o x i c a n t s b y c h a n g e s i n p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y
r e l a t i v e t o c o n t r o l s . W e a l s o i n v e s t i g a t e d w h e t h e r a p e r s o n
'
s b a s e l i n e p r o l i f e r a t i v e
c a p a c i t y p r e d i c t e d t h e e x t e n t o f im m u n o t o x i c i t y fr o m fr e a tm e n t w i t h th e t o x i c a n t s a n d
w h e th e r t h i s s e n s i t i v i t y w a s d o s e o r c h e m i c a l d e p e n d e n t . B y r a n k o r d e r i n g th e d a t a
a b o v e a n d b e l o w th e m e a n
,
w e c o m p a r e d r e s p o n s e s t o m i t o g e n i c s t im u l a t i o n b e t w e e n
h i g h (h i g h e r t h a n m e a n ) p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y i n d i v i d u a l s t o i n d i v i d u a l s w i t h l o w (l o w e r
t h a n m e a n ) p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t i e s . F i n a l l y , t h e a p p l i c a b i l i t y o f t h e c u r r e n t a s s a y a n d i t s
u s e fi x l n e s s i n fi e l d e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s i s a d d r e s s e d .
O u r s t u d y e x a m i n e d i n v i t r o e f f e c t s o f s o d i i m i a r s e n i t e , a s a s u r r o g a t e f o r a r s e n i c ,
o n t h e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y o f T - l y m p h o c y t e s a t a d o s e r a n g e o f 0 . 0 2 i^ M t o 2 . 0 n M .
T h e l e v e l s t h a t w e u s e d f o r s o d i u m a r s e n i t e a p p r o x im a t e d a c t u a l b l o o d c o n c e n t r a t i o n s o f
a r s e n i c e x p o s e d i n d i v i d u a l s . W u e t a l (2 0 0 1 ) l o o k e d a t o f i n d i v i d u a l s c h r o n i c a l l y
e x p o s e d b y dr i n k i n g w a t e r a n d r e p o r t e d a r s e n i c b l o o d l e v e l s r a n g i n g fr o m 0 . 0 5 8 \i M
(e q u i v a l e n t 4 . 3 2 )i g / L ) t o 0 . 6 2 i^ M (e q u i v a l e n t 4 6 . 5 ^ g / L ) . P i e t a l (2 0 0 0) f o u n d b l o o d
a r s e n i c l e v e l s a s h i g h a s 0 . 5 6 2 )i M (e q u i v a l e n t 4 2 . 1 n g /m l ) i n d r i n k i n g w a t e r e x p o s e d
i n d i v i d u a l s i n Ch i n a . T h e c u r r e n t s t u d y f o u n d s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d e c r e a s e s i n
p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y w i t h s o d i u m a r s e n i t e a t t h e 0 . 0 2 - 2 . 0 ji M d o se l e v e l s . T h i s m a y b e a
4 0
g o o d b i o m a r k e r o f i m m u n e e f f e c t s i n i n d i v i d u a l s e x p o s e d t o a r s e n i c t h r o u g h t h e i r
d r i n k i n g w a t e r , i f b l o o d l e v e l s a p p r o a c h e d l e v e l s a s d e t e c t e d i n t h e P i e t a l a n d Wu e t a l
s t u d i e s . B e c a u s e B (a )P a n d D E E a r e m e t a b o l i z e d t o t o x i c i n t e r m e d i a t e s f i r s t , d i r e c t
c o m p a r i s o n s o f t h e d o s e s w e u s e d i n t h i s s t u d y v e r s u s i n t e r n a l m e a s u r e s a r e n o t p o s s i b l e .
B (a )P , D E E a r e a i r a n d w a t e r c o n t am i n a n t s a n d a r e t h o u g h t t o e x e r t t h e i r t o x i c i t y
f o l l o w i n g m e t a b o l i c a c t i v a t i o n b y d i f f e r e n t m e c h a n i s m s fr o m a r s e n i c . B e c a u s e t h e
im m u n e s y s t e m i s a c o mm o n t a r g e t f o r t o x i c e f f e c t s o f a n u m b e r o f p o l y a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n s (P A H ), m o s t n o t a b l y B (a )P , w e w e r e i n t e r e s t e d i n a s c e r t a i n i n g T -
l y m p h o c y t e m e d i a t e d c e l l r e s p o n s e b a s e d o n a n a p p l i c a t i o n fr e q u e n t l y u t i l i z e d b y
r e s e a r c h e r s
,
i n d u s t r y a n d t h e U S E P A , i n T i e r 1 imm u n o t o x i c i t y s c r e e n s .
C y t o t o x i c i t y , C o mp a r a t i v e P o t e n cy a n d D o s e D ep e n d e n t Ef e c t s
F i r s t , a s t u d y t o e v a lu a t e t h e c y t o t o x i c i t y o f t h e t h r e e t o x i c a n t s B (a )P , D E E a n d
s o d i u m a r s e n i t e a t t h r e e d o s e s w a s c o n d u c t e d , o n l y t h e 2 0 ji M s o d i u m a r s e n i t e w a s
c 5^ o t o x i c . A s s e s sm e n t o f t h e r e l a t i v e p o t e n c y o f t h e t o x i c a n t s s h o w e d t h a t w h e n
c o m p a r e d o n a n c o n c e n t r a t i o n b a s i s , s o d i u m a r s e n i t e fr e a t m e n t (2 . 0 i^ M ) p r o d u c e d i n a
s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t , im m u n o s u p p r e s s i v e e f f e c t o f c o n t r o l c o m p a r e d t o B (a )P a n d
D E E t r e a tm e n t s . D o s e - d e p e n d e n t d e c r e a s e i n p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y r e l a t i v e t o t h e c o n fr o l
w a s o b s e r v e d f o r a l l t h r e e c h e m i c a l t r e a t m e n t s ; h o w e v e r t h e s e r e s p o n s e s w e r e
s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t a t t h e h i g h e s t d o s e o n l y . T h e s e d o s e s a r e s im i l a r t o d o s e s u s e d i n
o t h e r l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n a s s a y s (D a v i l a , 1 9 9 6 ; G o n s e b a t t , 19 9 4 ; M e l t z 1 9 8 1 ) .
D a v i l a e t a l ( 1 9 9 6 ) l o o k e d a t B (a )P d o s e r a n g e s fr o m 0 . 0 1 n M t o 10 ^ M , a n d t h e i r e f f e c t
o n T - l y m p h o c y t e s a n d s a w t h e g r e a t e s t e f f e c t a t t h e h i gh d o s e ( 10 |xM ) . O u r s t u d y s a w a
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s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d e c r e a s e i n p r o l i f e r a t i o n o n l y a t t h e 2 0 i^ M c o n c e n t r a t i o n o f B ( a )P
a n d D E E .
I n D a v i l a e t a l i n d i v i d u a l im m u n o s u p p r e s s i v e e f f e c t s r a n g e d fi
-
o m 17 % - 6 5 %
c o m p a r e d t o b a s e l i n e . T h e m e a n r e s p o n s e o f a l l i n d i v i du a l s r e s u l t e d i n 2 0 . 8% s u p p r e s s i v e
e f f e c t o f p r o l i f e r a t i o n f o r t h e 2 0 [ i M d o s e . T h e c u r r e n t s t u d y , w i t h a m u c h l a r g e r n u m b e r
o f s u bj e c t s , r e s u l t e d i n a sm a l l e r r a n g e o f p r o l i f e r a t i o n o f c o n t r o l a n d i s p o s s i b l y a b e t t e r
r e p r e s e n t a t i o n o f t h e g e n e r a l p o p u l a t i o n w o u l d r e s p o n d w i t h t r e a tm e n t . I n t h e D a v i l a
s t u d y o n e o r tw o i n d i v i d u a l s w i t h h i g h o r l o w p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s c o u l d h a v e s k e w e d
t h e d a t a t o g i v e t h e l a r g e r r a n g e o f p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e . A n o t h e r r e a s o n f o r t h e
d e c r e a s e d p e r c e n t a g e p r o l i f e r a t i o n c o u l d b e i n t h e m e th o d o l o g i e s u s e d i . e . r a d i o a c t i v e
n u c l e o t i d e i n c o r p o r a t i o n ([ H ] - t h ym i d i n e ) v s . a b s o r b a n c e , a l t h o u g h th e [ H ] - t h ym i d i n e
w a s i n g o o d a g r e e m e n t w i t h a b s o r b a n c e w h e n t e s t e d w i t h i n t h e s a m e e x p e r i m e n t (G i e n i
1 9 9 5 ) .
G o n s e b a t t e t a l ( 19 9 4 ) u s i n g m i t o t i c i n d i c e s a s a m e a s u r e o f p r o l i f e r a t i o n o f T -
l y m p h o c y t e s a n d o b s e r v e d th e g r e a t e s t d o s e - r e l a t e d i n h i b i t i o n o f p r o l i f e r a t i o n a t t h e
h i g h e s t d o s e o f a r s e n i c . T r e a t m e n t o f l y m p h o c y t e s w i t h t r i v a l e n t a r s e n i t e a t
c o n c e n t r a t i o n s fr o m 0 . 0 0 1 t o 0 . 1 |i M , i n h i b i t e d m i t o s i s fr o m 10 1 % a t t h e l o w d o s e t o
5 6 % o f c o n t r o l v a l u e s a t t h e h i gh d o s e s . M e l t z ( 1 9 8 1 ) l o o k e d a t b a b o o n l y m p h o c y t e s a n d
th e e f f e c t o f d i e s e l e x h a u s t e x fr a c t o n p r o l i f e r a t i v e e f f e c t s (b y m e a s u r in g th y m i d i n e
i n c o r p o r a t i o n i . e . p r o l i f e r a t i o n ) a t 0 . 8 , 4 . 0 a n d 2 0 ^ M a n d s a w th e g r e a t e s t e f f e c t a t 2 0
[ i M d o s e . A t t h e 0 . 8 a n d 4 . 0 )i M d o s e u p t a k e o f t h y m i d i n e w a s gr e a t e r t h a n c o n t r o l s . T h e
s u p p r e s s i o n o f c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n i n d u c e d b y d i e s e l e x t r a c t s b y t h e 2 0 \ i M d o s e r a n g e d
i n t h e M e l t z e t a l s t u d y fr o m 1 - 2 0% o f t h e c o n t r o l v a l u e s . T h i s i s s i m i l a r t o t h e
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s u p p r e s s i v e e f f e c t s w e o b s e r v e d a t t h e h i g h d o s e (8 . 3 1 - 1 5 . 3 fr o m b o t h s e t s o f d a t a n
= 3 8 ,
n = l 6 r e s p e c t i v e l y ) .
I n d i v i d u a l I n t r i n s i c P r o l if e r a t i v e C a p a c i ty
B e y o n d a l o o k a t t h e r e l a t i v e c o m p a r a t i v e p o t e n c y a s m e a s u r e d b y im m u n o t o x i c
r e s p o n s e s , o f i n t e r e s t w a s a c l o s e r i n s p e c t i o n o n a n i n d i v i d u a l r a t h e r t h a n g r o u p r e s p o n s e .
O u r s t u d y t h e n e x a m i n e d w h e th e r t h e s e n s i t i v i t y a n d o r r e s p o n s i v e n e s s t o s u b s e q u e n t
t r e a t m e n t w e r e c o r r e l a t e d w i t h a n i n d i v i d u a l ' s b a s e l i n e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y p r i o r t o
t r e a t m e n t . C l e a r l y , a t a l l d o s e s b u t m o s t n o t a b l y a t t h e l o w e r d o s e s , t h e r e a p p e a r e d t o b e
s t r i k i n g i n t e r - i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s i n r e s p o n s e t o t o x i c a n t t r e a tm e n t (F i g u r e s 5 , 6 , 7 ) .
I n t e r e s t i n g l y , a t t h e t w o l o w e s t d o s e s f o r a l l t h r e e c h em i c a l s t h e im m u n o t o x i c a n t e f f e c t s
w e r e a lm o s t e q u a l l y d i v i d e d b e tw e e n t h o s e i n d i v i d u a l s r e s p o n d i n g w i t h e n h a n c e d
s t im u l a t o r y e f f e c t s v e r s u s t h o s e r e s p o n d i n g w i t h a n im m u n o s u p p r e s s i v e e f f e c t (F i gu r e s 5 ,
6 , 7 ) . T h e s e i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s a r e n o t a p p a r e n t w h e n d a t a i s c o m b i n e d i n t o g r o u p
m e a n s (F i g u r e 4 ) . F o r e x a m p l e , f o r t h e n = 16 g r o u p f o l l o w i n g D E E (2 0 ^ M ) t r e a t m e n t
10/ 16 o f t h e i n d i v i du a l s a n d B (a )P (2 0 )i M ), 1 3 / 16 o f i n d i v i d u a l s r e s p o n d e d t o t r e a tm e n t
w i t h d e c r e a s e i n p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y i n s t a r k c o n t r a s t t o 1 5/ 16 u p o n t r e a t m e n t w i t h (2 . 0
^ M ) s o d i u m a r s e n i t e . C l e a r l y , t h e t e n f o l d l o w e r d o s e o f s o d i u m a r s e n i t e a n d th e n u m b e r
o f i n d i v i du a l s w i t h s u p p r e s s i o n o f p r o l i f e r a t i o n a r e b o t h o f im p o r t a n c e .
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I n t e r - i n d i v i d u a l V a r i a b i l i ty
T o a s c e r t a i n t h e e x t e n t t o w h i c h i n t r i n s i c (o n l y m i t o g e n i c s t im u l a t i o n , n o
t r e a t m e n t ) p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y a f f e c t e d t h e m a g n i t u d e o f r e s p o n s e d i f f e r e n c e s , w e r a n k
o r d e r e d th e 3 8 i n d i v i d u a l s a n d d i v i d e d th e m i n t o a tw o e q u a l g r o u p s ; o n e w i t h h i g h e r
i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y g r o u p 1 v e r s u s g r o u p 2 w i th a l o w e r p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y
a n d g r o u p A v e r s u s g r o u p B (g r o u p s d e s c r i b e d i n r e s u l t s ) . T h i s r a n k o r d e r i n g w a s b a s e d
o n a v e r a g e s o f t h e tw o c o n t r o l s d i s c u s s e d p r e v i o u s l y . St a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s
i n i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y f o r e a c h o f t h e s e t w o g r o u p s w e r e o b s e r v e d . T h i s
s u g g e s t s a d i f f e r e n t i a l e f f e c t o n t o x i c a n t t r e a tm e n t w h i c h d e p e n d s o n t h e i n d i v i d u a l s
'
l y m p h o c y t e s i n h e r e n t a b i l i t y t o p r o l i f e r a t e i n t h e a b s e n c e o f a t r e a tm e n t . T h e r e w e r e n o
d i f f e r e n c e s b e tw e e n t h e p r o h f e r a t i v e c a p a c i t i e s i n t h e c h i l dr en v s . a d u l t s b u t t h e r e w a s a
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e tw e e n b a s e l i n e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y i n m a l e s a n d
f e m a l e s .
T h e v a r i a b i l i t y i n t h e gr o u p w h o s e i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i o n w a s h i g h e r (g r o u p 1 )
w h e n c o m p a r e d t o t h e g r o u p w i t h l o w e r i n t r in s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y (g r o u p 2 ) w a s
s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d . T h i s im p l i e s t h a t t h e t w o g r o u p s w e r e r e s p o n d i n g d i f f e r e n t l y t o t h e
t r e a t m e n t . T h i s i s i n a g r e e m e n t w i t h t h e V e g a e t a l (2 0 04 ) s t u d y w h i c h d e m o n s t r a t e d th a t
a c t i v a t e d l y m p h o c y t e s w e r e m o r e s u s c e p t i b l e t o e f f e c t s o f t r e a tm e n t w i t h s o d i u m a r s e n i t e
t h a n r e s t i n g l y m p h o c y t e s . T h e s t u d y f o u n d n o d o s e t o b e s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t i n m a l e s ,
i l l u s t r a t i n g n o e f f e c t f r o m s o d i u m a r s e n i t e t r e a tm e n t s i n m a l e s u bj e c t s , c o n t r a s t e d w i t h
f e m a l e s u bj e c t s w h e r e s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d b e t w e e n t h e 0 . 1 a n d 1 . 0 |xM
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d o s e s . T h i s s h o w s t h e g r e a t e r s u s c e p t i b i U t y o f l y m p ho c y t e s d e r i v e d f r o m f e m a l e s t o
t r e a t m e n t w i t h s o d i u m a r s e n i t e . P r o l i f e r a t i o n w a s m e a s u r e d b y t h y m i d i n e u p t a k e w i t h
u n t r e a t e d l ym p h o c y t e s a s c o n t r o l s .
I n o u r s t u d y , g r o u p i n g o f d a t a b a s e d o n i n i t i a l i n t r i n s i c e f f e c t s (p r e v i o u s l y
d i s c u s s e d ) f o r t h o s e i n d i v i d u a l s t r e a t e d w i t h B (a )P (2 0 |i M ) a n d s o d i u m a r s e n i t e (2 . 0 ^ M )
w i t h a h i g h b a s e l i n e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y w e r e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t c o m p a r e d t o t h o s e
w i t h l o w p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y . S im i l a r l y a t t h e 2 . 0 }i M c o n c e n t r a t i o n s f o r D E E t h o s e
i n d i v i d u a l s w i t h a h i gh b a s e l i n e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y c o m p a r e d t o l o w r e s p o n s e s w e r e
s h o w n t o b e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t . T h i s p o i n t i s f u r t h e r em p h a s i z e d (F i g u r e 1 0 ) w h e r e
i n d i v i d u a l s w i t h h i g h p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y (gr o u p 1) s h o w a d o s e d e p e n d e n t
im m u n o s u p p r e s s i v e e f f e c t c o m p a r e d t o w i t h l o w b a s e l in e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y (gr o u p
2 ) . F i g u r e 1 0 i l l u s t r a t e s t h a t f o r B (a )P , D E E a n d s o d i u m a r s e n i t e t h e r e w a s a s l i g h t
s t im u l a t o r y e f f e c t f o r g r o u p 2 i n d i v i d u a l s a t t h e l o w e s t d o s e . T h e i n d u c t i o n e f f e c t o f T -
l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n a t t h e l o w e s t d o s e s f o r a l l t h r e e t o x i c a n t s i s c o n s i s t e n t w i t h
s t u d i e s b y G e r m o l e c e t a l ( 1 9 9 6 ) w h o s h o w e d t h a t t r e a tm e n t w i t h l o w l e v e l s o f s o d i u m
a r s e n i t e (0 . 0 0 1 - 0 . 0 1 |aM ) p r o d u c e d a s l i g h t i n c r e a s e i n p r o l i f e r a t i o n i n k e r a t i n o c y t e s .
E v a l u a t i n g t h e r e sp o n s e s o f t h e l a r g e g r o u p (n = 3 8 ) , t h e t w o l o w e r B (a )P d o s e s s h o w e d
l i t t l e im m u n o t o x i c i t y .
M a n y f a c t o r s , a s d i s c u s s e d i n t h e i n t r o d u c t i o n , c a n m o d u l a t e a n i n d i v i d u a l
'
s
r e s p o n s e t o e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e s . T h e s e i n c l u d e i n d i v i d u a l h e a l t h a n d n u t r i t i o n a l
s t a t u s
,
w h i c h c a n a f f e c t c e l l m e d i a t e d im m u n e s t a t u s . O n a m o l e c u l a r l e v e l , a n
i n d i v i d u a l
'
s a b i l i t y t o r e p a i r d a m a g e t h a t m a y r e s u l t fi :o m e x p o s u r e s i s a k e y f a c t o r w h e n
c u l t u r i n g c o n d i t i o n s a r e l o n g e r t h a n a f e w d a y s . I n v i t r o e x p e r i m e n t s r e q u i r e a n
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a s s e s s m e n t o f t h e e x p e ri m e n t a l v a ri a b i l i t y s u c h t h a t d i f f e r e n c e s i n r e s p o n s i v e n e s s a r e
m i n im a l l y i n f l u e n c e d b y e x p e ri m e n t a l c o n d i t i o n s . I n c o n s i s t e n c y i n p r e p a r a t i o n o f
r e a g e n t s a n d o p e r a t o r t e c h n i q u e , p a rt i c u l a r l y a l i q u o t i n g a c c u r a t e l y , c a n c o n t ri b u t e
a d d i t i o n a l v a ri a t i o n . I n d i v i d u a l h e a l t h a n d n u t ri t i o n a l s t a t u s c a n a d d t o v a ri a t i o n b y
a l t e ri n g c e l l m e d i a t e d imm u n i t y . A n o t h e r c a u s e o f v a ri a b i l i t y c o u l d b e th e d i f f e r e n t
s u p p r e s s i o n m e c h a n i s m s a f f e c t e d b y t h e t o x i c a n t s , w h i c h c o u l d b e a k e y f a c t o r i n t h e
c u r r e n t s t u d y .
V a ri a b i l i t y i s a k e y c o m p o n e n t i n o u r s t u d y b e c a u s e w e w a n t e d t o l o o k a t i n t e r -
i n d i v i d u a l v a ri a b i l i t y w i t h i n o u r s t u d y p o p u l a t i o n . Se v e r a l s t u d i e s h a v e l o o k e d a t t h e
v a ri a b i l i t y i s s u e . T o e v a l u a t e t h e v a ri a b i l i t y o f a c o mm o n a s s a y a t d i f f e r e n t l a b s , F r o e b e l
e t a l ( 1 9 9 9 ) s h o w e d v a ri a b i l i t y fr o m 8 d i f f e r e n t l a b s c o n d u c t i n g t h e l ym p h o c y t e
p r o l i f e r a t i o n a s s a y u t i l i z i n g P H A t o r a n g e fr o m 5 - 2 0 % w i t h a n a v e r a g e o f 1 5 . 5 % .
M e th o d o l o g i c a l d i f f e r e n c e s s u c h a s d i f f e ri n g c o n c e n t r a t i o n s o f s t im u l a n t s , i . e . a m o u n t s o f
P H A u t i l i z e d
,
a n d o p e r a t i o n a l d i f f e r e n c e s , i . e . t im e o f b l o o d d r a w a n d t im e e l a p s e d
b e f o r e fr e a tm e n t
,
c a n a l l a f f e c t r e s u l t s . T h e a v e r a g e e x p e ri m e n t a l v a ri a b i l i t y w i t h i n d a t a
(n = 3 8 ) i n c l u d e d i n o u r s t u d y w a s 7 . 4 2 % , d e ri v e d f r o m t ri p l i c a t e w e l l s o f c o n t r o l s a n d
t r e a tm e n t s . T h e u s e o f a s t a n d a r d t im e p r o t o c o l (s a m p l e c o l l e c t i o n t o s am p l e a n a l y s i s )
a n d e x p e ri m e n t a l c o n s i s t e n c y a d d s t o t h e m a r k e d im p r o v e m e n t i n d a t a v a ri a b i l i t y . M o l l s
e t a l ( 1 9 9 9 ) r e p o rt s a n a n a l y t i c a l v a ri a t i o n o f 4 - 5 % w h e n t h e y l o o k e d a t t h i rt y w o m e n
'
s
p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y w i t h P H A . T h e s t u d y l o o k e d a t f i ft e e n y o u n g a n d f i f t e e n o l d
w o m e n t o l o o k a t e f f e c t s o f a g e o n im m u n o c o m p e t e n c e . T h e s t u d y fo u n d t h a t i n t e r -
i n d i v i d u a l v a ri a b i l i t y (5 7 . 9% ; 3 7 . 2% y o u n g a n d o l d , r e s p e c t i v e l y ) w a s h i g h e r t h a n t h e
i n t r a - i n d i v i d u a l (2 0% ) v a ri a b i l i t y . O u r i n t e r - i n d i v i d u a l v a ri a b i l i t y p ri o r t o t r e a t m e n t f o r
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t h e 3 8 p a r t i c i p a n t s w a s s o m e w h a t l o w e r , 2 7 . 7 % . W h e r e w e h a d d a t a a t a l l t h r e e d o s e s f o r
a l l t h r e e t o x i c a n t s f o r t h e s am e i n d i v i du a l s (n = 16 ) th e i n t e r - i n d i v i du a l v a r i a b i l i t y w a s
2 7 . 4 % . F r o e b e l e t a l ( 19 9 9 ) e x a m i n i n g r e c o r d s f o r 10 - 4 2 m o n t h s , fr o m e i gh t
l a b o r a t o r i e s c o n du c t i n g 4 , 3 2 8 l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n a s s a y s , f o u n d i n t e r - i n d i v i d u a l
v a r i a t i o n s i n l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n r e s p o n s e s t o m i t o g e n s t o h a v e a h i g h c o e f fi c i e n t o f
v a ri a t i o n (C V ) - 3 6 - 6 5 % . M e a s t i ri n g p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y w i t h i n i n d i v i d u a l s b y l o o k i n g
a t w i t h i n - w e e k v a ri a t i o n s f o r e a c h o f s e v e r a l s t im u l a n t s (i n c l u d i n g P H A ), F r o e b e l
o b s e r v e d g r e a t e r v a ri a t i o n b e t w e e n i n d i v i d u a l s t h a n b e t w e e n d i f f e r e n t l a b o r a t o ri e s . T h e
s t u d y c o n c l u d e d t h a t a t s u c h h i gh l e v e l s o f v a ri a b i l i t y t h e r e a r e v e r y l a r g e d i f f e r e n c e s i n
t h e l e v e l s o f p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t i e s b e t w e e n h e a l t h y i n d i v i d u a l s . W h i l e o u r n u m b e r o f
s t u d y s u bj e c t s a r e l o w e r , o u r b a s e l i n e v a ri a b i l i t y a n d t r e a tm e n t v a ri a b i l i t y r a n g e d fr o m
(C V )~ 2 8% - 4 3% t h i s d i f f e r e n c e m i g h t b e a c c o u n t e d f o r b y th e p r e v i o u s l y d i s c u s s e d l a r g e r
n u m b e r o f s t u d y s u bj e c t s (F r o e b e l , 1 9 9 9 ) a n d o p e r a t i o n a l a n d m e th o d o l o g i c a l d i f f e r e n c e s
d i s c u s s e d p r e v i o u s l y .
E p i d e m i o l o g i c A p p l i c a t i o n s
W i t h r e s p e c t t o t h e a p p l i c a t i o n o f t h i s a s s a y i n e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s , t h e d i f f e r e n t i a l
r e s p o n s e s a s m e a s u r e d b y c e l l p r o l i f e r a t i o n w e r e h i gh l y d e p e n d e n t o n i n t ri n s i c
p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s . I n t ri n s i c p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e s w e r e d e t e r m i n e d b y fr e a tm e n t
w i t h P H A b u t n o t o x i c a n t t r e a tm e n t . F o r e x a m p l e l y m p h o c y t e s fr o m th o s e i n d i v i d u a l s
w i t h a l o w i n t ri n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y w e r e s t i m u l a t e d b y t r e a t m e n t w i t h B (a )P a n d
D E E e x c e p t a t t h e h i g h e s t d o s e . I n c o n t r a s t , t h o s e w i t h a h i g h e r i n t ri n s i c p r o l i f e r a t i v e
c a p a c i t y w e r e s u p p r e s s e d b y t r e a t m e n t w i t h B (a )P a n d D E E . T h u s u n l e s s t h e r e w a s a
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p o s s i b i l i t y t h a t o n e c o u l d o b t a i n b e f o r e a n d a ft e r e x p o s u r e b l o o d s a m p l e s , o n e c o u l d n o t
i n f e r t h a t t h e e x p o s u r e t o a g e n t s s u c h a s B (a )P a n d D E E w a s i n f l u e n c i n g p r o l i f e r a t i v e
c a p a c i t y . A l t h o u g h a s e c o n d a r y g o a l o f t h i s r e s e a r c h w a s t o a s c e r t a i n t h e i n t r a - i n d i v i d u a l
d i f f e r e n c e s i n i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y b y d e t e r m i n i n g p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y i n t h e
p r e s e n c e a n d a b s e n c e o f t o x i c a n t , w e w e r e n o t a b l e t o r e c r u i t s u f f i c i e n t n u m b e r s o f
s u bj e c t s w i t h i n t h e t i m e c o n s t r a i n t s o f t h e s t u d y . W i t h o u t t h i s k i n d o f i n f o r m a t i o n i t i s
d i f f i c u l t t o a s c e r t a i n w h e t h e r t h e v a r i a b i l i t y w o u l d b e r e l a t e d t o t h e i n t r a - i n d i v i d u a l
e f f e c t s o r t h e t r e a t m e n t i t s e l f . T w o e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s h a v e a t t em p t e d t o u s e t h e
L P A t o m e a s u r e e f f e c t s o f e x p o s u r e o n t h e im m u n e s y s t e m , H o l l a n d e t a l (2 0 0 2 ) l o o k i n g
a t p e s t i c i d e a p p l i c a t o r s a n d So t o e t a l (2 0 0 3 ), a m e a s u r e o f e f f e c t s i n c h i l dr e n w h o h a d
c o n s u m e d a r s e n i c i n d r i n k i n g w a t e r c o m p a r e d t o c o n t r o l s . B e c a u s e t h e d o s e o f s o d i u m
a r s e n i t e w e u s e d i n t h i s s t u d y a p p r o x im a t e d b l o o d l e v e l s f o u n d i n t h e t w o
e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s , w e b e l i e v e t h a t t h i s a s s a y c o u l d b e a p p l i e d t o e p i d e m i o l o g i c a l
s t u d i e s r e l a t e d t o a r s e n i c e x p o s e d i n d i v i d u a l s . C l e a r l y t h e h a l f l i f e o f t h e c h e m i c a l s
(B (a )P a n d D E E ) w o u l d n e e d t o b e a s s e s s e d a n d c a r e f u l s e l e c t i o n o f p r e a n d p o s t
e x p o s u r e m e a s u r e m e n t s w o u l d n e e d t o b e m a d e . B e c a u s e d i e s e l e x h a u s t e x t r a c t i s a
c o m p l e x m i x t u r e o f P A H s a n d n i t r o - s u b s t i t u t e d PA H s , a m o l e c u l a r w e i g h t t o c a l c u l a t e
c o n c e n t r a t i o n s i s n o t k n o w n . W e u s e d 2 5 2 . 3 g / m o l e , t h e m o l e c u l a r w e i g h t o f B (a )P t o
r e p r e s e n t t h e m o l e c u l a r w e i g h t o f t h e D E E , b u t m a y h a v e u n d e r e s t im a t e d th e
a p p r o x i m a t e c o n c e n t r a t i o n o f t h e PA H . A d di t i o n a l e x p e r i m e n t s a r e p l a n n e d a t h i g h e r
d o s e s o f D E E g i v e n t h e s e f a c t o r s .
O n e f o c u s o f t h i s s t u d y w a s t o e v a l u a t e i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y a s a
b i o m a r k e r o f e x p o s u r e f o r u s a g e i n f i e l d e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s . W i th h i g h a n d l o w
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r e s p o n d e r s s h o w i n g d i f f e r e n t i a l e f f e c t s , u p o n t r e a t m e n t w i t h t o x i c a n t s , c a r e f u l p l a n n i n g
fo r u s e i n t h e f i e l d i s r e q u i r e d . W i t h n o c l e a r i n d i c a t o r s o f p r i o r e x p o s u r e s , i n v e s t i g a t o r s
w o u l d n e e d t o s e l e c t s p e c i f i c e x p o s u r e s c e n a r i o s w h e r e e a c h p e r s o n w o u l d s e r v e a s t h e i r
o w n c o n t r o l a n d l e v e l s o f e x p o s u r e s w e r e s u c h t h a t v e r y h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f t o x i c a n t s
w e r e e x p e c t e d , t o u t i l i z e t h i s a s s a y . W h i l e n o
"
t r u e b a s e l i n e
"
c a n b e k n o w n fo r a n y
i n d i v i d u a l , e s t a b l i s hm e n t o f a n a c c e p t a b l e i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y f o r i n di v i d u a l s
w o u l d b e n e c e s s a r y . C o m p o u n d s t h a t a r e e l im i n a t e d r ap i d l y f r o m th e c i r c u l a t i n g b l o o d
w o u l d p r o v i d e o p t im a l p r e - e x p o s u r e , p o s t - e x p o s u r e m e a s u r e s (c l e a r a n c e - b a s e l i n e )
e x p o s u r e s c e n a r i o s . A f e w e x a m p l e s a r e ; s e a s o n a l e x p o s u r e s u c h a s p e s t i c i d e
a p p l i c a t i o n s w h e r e b e f o r e d u r i n g a n d p o s t - e x p o s u r e m e a s u r e m e n t s c o u l d b e c o l l e c t e d ,
o c c u p a t i o n a l e x p o s u r e f o l l o w e d b y c l e a r a n c e o n n o n - w o r k d a y s w i t h s im i l a r p r e a n d p o s t
c o l l e c t i o n s .
I n c o n c l u s i o n w e h a v e s h o w n a g r e a t d e g r e e o f v a r i a b i l i t y b e t w e e n i n d i v i d u a l s
' i n
v i t r o l ym p h o c y t e p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t i e s b o t h b e f o r e a n d a f t e r e x p o s u r e t o t h r e e t o x i c a n t s
o f e n v i r o n m e n t a l s i g n i f i c a n c e . Th e e x p e r im e n t a l d e s i g n o f t h i s s t u d y a l l o w s f o r a
r e l a t i v e l y s im p l e s c r e e n i n g f o r p u r p o s e s o f a s s e s s i n g 1) t h e c o m p a r a t i v e im m u n o t o x i c i t y
o f c h e m i c a l s
,
2 ) i d e n t i f i c a t i o n o f s e n s i t i v e i n d i v i d u a l s o r im m n o c o m p r o m i s e d i n d i v i d u a l s
a n d 3 )a c o m m o n m o d e o f a c t i o n b e t w e e n c h e m i c a l s a n d w i t h i n c h e m i c a l t y p e s m e a s u r e d
a s imm u n o t o x i c i t y . S o d i u m a r s e n i t e w a s s h o w n t o b e p a r t i c u l a r l y s u p p r e s s i v e t o
p r o l i f e r a t i o n a n d c y t o t o x i c c o m p a r e d t o B (a )P a n d D E E . B ( a )P a n d D E E h a v e s im i l a r
s u p p r e s s i v e e f f e c t s o n p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y o f i n v i t r o T - l ym p h o c y t e s . O f i n t e r e s t fi
-
o m
a n e p i d e m i o l o g i c a l p o i n t o f v i e w i s t h a t t h e c o n c e n t r a t i o n s i n m e d i u m a p p r o x im a t e s
c o n c e n t r a t i o n s i n b l o o d s e e n i n e n v i r o n m e n t a l l y e x p o s e d i n d i v i du a l s . O u r d a t a s u g g e s t s .
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t o b e s u c c e s s f u l l y a p p l i e d i n f i e l d s t u d i e s , i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i v e c a p a c i t y i n t h e a b s e n c e o f
e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e s w o u l d n e e d t o b e e s t a b l i s h e d . U s e o f t h e l ym p h o c 3^ e
p r o l i f e r a t i o n a s s a y i n e p i d e m i o l o g i c f i e l d s t u d i e s c a n p r o v i d e u s e f u l b i o m a r k e r d a t a , b u t
t h e e s t a b l i s hm e n t o f i n t r i n s i c d a t a f o r t h e s t u d y s u bj e c t s , a n d s e v e r a l r e p e a t s a m p l e s
s h o u l d b e a n a l y z e d . F u r t h e r e x p e r im e n t s u s i n g h i g h e r d o s e s a n d a d d i t i o n a l c h e m i c a l s a r e
p l a n n e d a n d e v a l u a t i o n s o f i n f r a - i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s a t b a s e l i n e a r e n e e d e d .
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T a iw a n . E n v i r o n H e a l th P e r s p e c t 2 0 0 1 , 1 0 9 , ( 1 0 ), 1 0 1 1 - 7 .
Z h a n g , T . C ; S c h m it t , M T ; M u m f o rd , J . L . , E f fe c t s o f a r s e n ic o n t e lo m e r a s e
a n d t e lo m e r e s i n r e la t io n to c e ll p r o lif e r a t io n a n d a po p t o s is in h u m a n
ke r a t in o c y te s a n d l e u k e m ia c e l ls i n v it r o . C a r c i n o g e n e s i s 2 0 0 3 , 2 4 , ( 1 1 ) , 18 1 1- 7 .
Z o ln a i , A . ; T o t h , E B . ; W i ls o n , R . A . ; F r e n y o , V . L . , C o m p a r is o n o f 3 H - t h y m id i n e
in c o r p o r a t io n a n d C e l lT it e r 9 6 a q u e o u s c o lo r im e t r ic a s s a y s i n c e l l p r o li fe r a t i o n o f
b o v in e m o n o n u c le a r c e ll s . A c ta V e t l - i u n g 1 9 9 8 , 4 6 , (2 ), 1 9 1 - 7 .
Z u ke r - F r a n k l in , D . , A t l a s o f B l o o d C e ll s F u n c t i o n a n d P a th o l o g y , e d . ; L e a &
Fe b e r g e r : P h il a d e l p h ia , 1 9 8 1 ; V o l . I I , p 6 6 0 .
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T I T L E O F ST U D Y ; I n v i t r o c e l l m o d e l s y s t e m t o c h a r a c t e r i z e i n t e r - i n d i v i d u a l v a r i a t i o n i n s e n s i t i v i t y a s
m e a s u r e d b y p h e n o t y p i c r e s p o n s e s t o a r s e n i c , d i e s e i , a n d s e l e c t e d P M s o u r c e -
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THE UNIVERSITY OF NORTH CAROLINA
C o - I n v e s t i g a t o r s : J a n e G a l l a g h e r , P h . D . , R e e d e r L . S a m s I I , P h . D . , G a r y H a t c h , P h . D . , A n d r e w
K l i g e r m a n , P h . D . , M i k e S c h m i t t , B . S . , J u d y M u m f o r d , P h . D , M i k e M a d d e n , P h . D . , E l i z a b e t h H i l b o r n ,
D V M .
Y o u a r e b e i n g a s k e d t o t a k e p a r t i n a r e s e a r c h s t u d y . T h e i n v e s t i g a t o r s l i s t e d a b o v e a r e i n c h a r g e o f t h e s t u d y ;
o t h e r p r o f e s s i o n a l p e r s o n s m a y h e l p t h e m o r a c t f o r t h e m .
ja yi a t a r e s o m e g e n e r a l t h i n g s y o u s h o u l d k n o w a b o u t r e s e a r c h s t u d i e s ?
^ ^ e a r c h s t u d i e s a r e d e s i g n e d t o g a i n s c i e n t i f i c k n o w l e d g e th a t m a y h e l p o t h e r p e o p l e i n t h e f u t u r e . Y o u m a y
n o t r e c e i v e a n y d i r e c t b e n e fi t f r o m p a r t i c i p a t i n g . T h e r e m a y a l s o b e r i s k s a s s o c i a t e d w it h p a r t i c i p a t i n g i n
r e s e a r c h s t u d i e s .
Y o u r p a r t i c i p a t i o n i s v o l u n t a r y . Y o u m a y r e f u s e t o p a r t i c i p a t e , o r m a y w i t h d r a w y o u r c o n s e n t t o p a r t i c i p a t e i n
a n y s t u d y a t a n y t im e , a n d f o r a n y r e a s o n , w i t h o u t j e o p a r d i z i n g y o u r f u t u r e c a r e a t t h i s i n s t i t u t i o n o r y o u r
r e l a t i o n s h i p w i t h y o u r d o c t o r . I f y o u a r e a p a t i e n t w i t h a n i l l n e s s , y o u d o n o t h a v e t o p a r t i c i p a t e i n r e s e a r c h i n
o r d e r t o r e c e i v e t r e a t m e n t .
D e t a i l s a b o u t t h i s p a r t i c u l a r s t u d y a r e d i s c u s s e d b e l o w . I t i s im p o r t a n t t h a t y o u u n d e r s t a n d t h i s i n f o r m a t i o n s o
t h a t y o u c a n d e c i d e i n a f r e e a n d i n f o r m e d m a n n e r w h e t h e r y o u w a n t t o p a r t i c ip a t e . Y o u w i l l b e g i v e n a c o p y o f
t h i s c o n s e n t f o r m . Y o u a r e u r g e d t o a s k t h e i n v e s t i g a t o r s n a m e d a b o v e , o r s t a f f m e m b e r s w h o m a y a s s i s t t h e m ,
a n y q u e s t i o n s y o u h a v e a b o u t t h i s s t u d y a t a n y t im e .
/
W h a t i s t h e p u r p o s e o f t h i s s t u d y ?
T h e p u r p o s e o f t h i s s t u d y i s t o o b t a i n b l o o d fr o m s t u d y p a r t i c i p a n t s f o r t h e i s o l a t i o n o f l e u k o c y t e s t o b e u s e d f o r
l a b o r a t o r y e x p o s u r e o f t h e s e c e l l t y p e s t o e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s t o d e t e r m i n e e x p o s u r e - r e l a t e d e f f e c t s o n
t h e s e c e l l s A l s o a u r i n e s a m p l e w i l l b e c o l l e c t e d t o c o n f i r m t h a t y o u a r e a n o n - s m o k e r .
H o w m a n y s u b j e c t s w i l l p a r t i c i p a t e i n t h i s s t u d y ?
I f y o u d e c i d e t o p a r t i c i p a t e , y o u w i l l b e o n e o f a p p r o x im a t e l y 10 0 i n d i v i d u a l s i n t h i s r e s e a r c h s t u d y
^^ w l o n g w i l l y o u r p a r t i c i p a t i o n l a s t ?
I t y o u d e c i d e t o p a r t i c i p a t e , y o u w i l l a n s w e r a f e w q u e s t i o n s o v e r t h e p h o n e ( ~ 10 m i n ) t o d e t e r m i n e y o u r
e l i g i b i l i t y f o r t he s t u d y . Y o u w i l l t h e n v i s i t t h e E P A
'
s H u m a n S t u d y F a c i l i t y f o r a 1 - h o u r a p p o i n t m e n t a n d a t a
l a t e r t im e f o r a 3 0 - m i n u t e a p p o i n t m e n t .
Wi l l v o u b e p a i d f o r p a rt i c i p a t m 2 ?
Y o u w i l l r e c e i v e a m a x im u m o f $7 5 fo r y o u r f u l l p a r t i c i p a t i o n i n t h i s s t u d y . C o m p l e t i o n o f t h e s t u d y w i l l
c o n s i s t o f 1) c o m p l e t i o n o f a q u e s t i o n n a i r e , 2 ) d o n a t i o n o f 2 b l o o d s am p l e s , a n d 3 ) p r o v i d e a u r i n e s a m p l e .
A C T I V I T Y
1
^ '
B l o o d d o n a t i o n
U r i n e s a m p l e
2 " ' ' B l o o d d o n a t i o n
B o n u s f o r a l l t h r e e
b i o l o g i c a l s a m p l e d o n a t i o n s
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$ 7 5 . 0 0
W i l l i t c o s t y o u a n y t h i n g t o p a r t i c i p a t e ?
T h e r e w i l l b e n o c o s t s t o y o u f o r p a r t i c i p a t i n g
Wh o i s s p o n s o r i n g t h i s s t u d y ?
T h i s r e s e a r c h i s f u n d e d b y t h e U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y .
Wh a t w i l l h a p p e n i f y o u a r e i n j u r e d b y t h i s r e s e a r c h ?
I n ^ ^ e v e n t o f p e r s o n a l i n j u r y r e s u l t i n g d i r e c t l y fr o m t h e r e s e a r c h p r o c e d u r e s , fi n a n c i a l c o m p e n s a t i o n c a n n o t b e
p r^ id e d b y t h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l n o r c a n i t b e p r o v i d e d b y t h e U . S . E P A u n d e r t h e
F e d e r a l E m p l o y e e C o m p e n s a t i o n A c t . I n s p i t e o f a l l p r e c a u t i o n s , y o u m i gh t d e v e l o p m e d i c a l c o m p l i c a t io n s
fr o m p a rt i c i p a t i n g i n t h i s s t u d y . I f s u c h c o m p l i c a t i o n s a r i s e , t h e r e s e a r c h e r s w i l l a s s i s t y o u in o b t a i n i n g
a p p r o p ri a t e m e d ic a l fr e a tm e n t b u t t h e U n i v e r s i t y o f N o rt h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l d o e s n o t p r o v i d e fi n a n c i a l
a s s i s t a n c e f o r m e d i c a l o r o t h e r c o s t s . Y o u (o r y o u r i n s u r e r , M e d i c a r e , o r M e d i c a i d ) w i l l h a v e t o p a y f o r a n y c a r e
t h a t i s n e e d e d . Y o u d o n o t w a i v e a n y l i a b i l i t y ri g h t s f o r p e r s o n a l i n j u r y b y s i gn i n g t h i s f o r m . I n t h e e v e n t t h a t
p h y s i c a l i n j u r y i s p r o x i m a t e l y c a u s e d b y t h e n e g l i g e n c e o f a f e d e r a l e m p l o y e e , t h e f e d e r a l g o v e r n m e n t w o u l d b e
l i a b l e i n a c c o r d w i t h t h e F e d e r a l T o rt C l a i m s A c t (2 8 U . S . C . 2 6 7 1- 16 80 ) .
Wh a t i f y o u w a n t t o s t o p b e f o r e y o u r p a r t i n t h e s t u d y i s c o m p l e t e ?
Y o u c a n w i t h d r a w fr o m t h i s s t u d y a t a n y t im e , w i t h o u t p e n a l t y . Y o u r p a rt i c i p a t i o n i n t h i s s t u d y i s v o l u n t a r y
T h e i n v e s t i g a t o r s a l s o h a v e t h e ri g h t t o s t o p y o u r p a rt i c i p a t i o n a t a n y t i m e . Y o u r p a rt i c i p a t i o n m a y b e s t o p p e d i f
y o u a r e d e t e r m i n e d t o b e i n e l i g i b l e fo r t h e s t u d y , o r h a v e f a i l e d t o f o l l o w i n s t r u c t i o n s , 6 r b e c a u s e t h e e n t i r e
s t u d y h a s b e e n s t o p p e d . /
W h a t i f y o u h a v e q u e s t i o n s a b o u t t h i s s t u d y ?
Y o u h a v e t h e ri g h t t o a s k , a n d h a v e a n s w e r e d , a n y q u e s t i o n s y o u m a y h a v e a b o u t t h i s r e s e a r c h . I f y o u h a v e
f u rt h e r q u e s t i o n s , o r i f a r e s e a r c h - r e l a t e d i n j u r y o c c u r s , y o u s h o u l d c a l l D r . E l s t o n S e a l a t (9 1 9 ) 9 6 6
- 6 2 17 .
W h a t i f y o u h a v e q u e s t i o n s a b o u t y o u r r i g h t s a s a s u b j e c t ?
T h i s r e s e a r c h ha s b e e n r e v i e w e d a n d a p p r o v e d b y t h e C o m m i t t e e o n t h e P r o t e c t i o n o f t h e R i gh t s o f H u m a n
ad je c t s (M e d i c a l IR E ) a t t h e U n i v e r s i t y o f N o rt h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l . I f y o u h a v e a n y q u e s t i o n s o r
c OT C e m s r e g a r d i n g y o u r ri g h t s a s a r e s e a r c h s u bj e c t , y o u m a y c o n t a c t t h e C h a i r m a n o f t h e C o m m i t t e e a t (9 19 )
9 6 6 - 1 3 4 4
S u b j e c t ' s A g r e e m e n t :
I h a v e r e a d th e i n f o r m a ti o n p r o v i d e d a b o v e . I v o l u n t a r i ly a g r e e t o p a r t i c i p a t e i n t hi s s t u d y .
S i g n a t u r e o f R e s e a r c h Su b j e c t D a t e
P r i n t e d N a m e o f R e s e a r c h Su bj e c t
S i g n a t u r e o f P e r s o n O b t a i n i n g C o n s e n t D a t e
P ri n t e d N a m e o f P e r s o n O b t a i n i n g C o n s e n t
/
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Wi t h I d e n t i f y i n g I n f o r m a t i o n APPROVED BY THE BIOMEDICAL IRB,
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THE UNIVERSITY OF NORTH CAROLINAA d d e n d u m t o C o n s e n t f o r P a r t i c i p a t i o n m :
I R B ST U D Y N U MB E R 0 2- E P A - 2 0 1 , I n v i t r o h u m a n c e l l m o d e l s y s t e m t o c h a r a c t e r i z e
i n t e r - in d i v i d u a l v a r i a t i o n i n s e n s i t i v i t y a s m e a s u r e d b y p h e n o t y p i c r e s p o n s e s t o a r s e n i c ,
d i e s e l a n d s e l e c t e d P M s o u r c e - s p e c i fi c c h e m i c a l s .
P R I N C I P A L I N V E S T I G A T O R : S c o t R h o n e y
Y o u a r e a s k e d t o g i v e p e r m i s s i o n f o r s o m e o f y o v i r b l o o d , t i s s u e o r b o d y fl u i d (c o l l e c t i v e l y
r e f e r r e d t o a s " s p e c im e n s
"
) w h i c h w i ll b e c o l l e c t e d i n t h i s r e s e a r c h s t u d y t o b e s t o r e d f o r f u t u r e
m e d i c a l r e s e a r c h s t u d i e s .
T h e s p e c im e n s w i l l b e s t o r e d a t t h e U N C Sc h o o l o f M e d i c i n e , U N C H o sp i t a l s , o r a n o t h e r s i t e .
A l l i d e n t i fy i n g i n f o r m a t i o n i n c l u d i n g y o u r n a m e a n d m e d i c a l r e c o r d n u m b e r w i l l b e r e m o v e d
fr o m th e s p e c im e n s a n d r e p l a c e d w i t h a c o d e . S c o t Rh o n e y a n d h i s /h e r a s s o c i a t e s w i l l h a v e
a c c e s s t o t h e s p e c im e n s a n d t h e c o d e w h i c h l i n k s t h e s p e c i m e n t o y o u . T h e r e i s n o c o s t t o y o u o r
y o u r i n s u r a n c e c o m p a n y fo r t h e s t o r a g e a n d u s e o f t h e s p e c i m e n s .
A l t h o u g h e v e r y e f f o r t w i l l b e m a d e t o k e e p r e s e a r c h r e c o r d s p r i v a t e , t h e r e m a y b e t im e s w h e n
fe d e r a l o r s t a t e l a w r e q u i r e s t h e d i s c l o s u r e o f t h o s e r e c o r d s , i n c l u d i n g p e r s o n a l i n f o r m a t i o n a b o u t
y o u . Wh e n d i s c l o s u r e i s r e q u i r e d , t h e U N C Sc h o o l o f M e d i c i n e a n d / o r U N C H o s p i t a l s w i l l t a k e
a l l s t e p s a l l o w a b l e b y l a w t o p r o t e c t t h e p r i v a c y o f y o u r p e r s o n a l i n f o r m a t i o n .
B y s i g n i n g th i s f o r m , y o u w i l l d o n a t e t h e s p e c im e n s f o r m e d i c a l r e s e a r c h p u r p o s e s . Y o u r
d o n a t i o n do e s n o t e n t i t l e y o u t o c o m p e n s a t i o n fr o m a n y c o mm e r c i a l u s e o f t h e p r o d u c t s t h a t m a y
b e d e r i v e d fr o m t h e s p e c im e n T h e r e s e a r c h s t u d i e s i n w h i c h t h e s p e c im e n s m a y b e u s e d h a v e
n o t y e t b e e n d e t e r m i n e d , b u t t h e y m a y i n v o l v e g e n e t i c r e s e a r c h . B e f o r e a n y r e s e a r c h i n v o l v i n g
t h e s p e c im e n s i s c o n d u c t e d , a c o mm i t t e e a t t h e U N C Sc h o o l o f M e d i c i n e c a l l e d T h e C o mm i t t e e
o n t h e P r o t e c t i o n o f t h e R i g h t s o f H u m a n S u b j e c t s w i l l r e v i e w a n d a p p r o v e t h e r e s e a r c h
p r o p o s a l .
I n s o m e c a s e s
,
t h e C o mm i t t e e m a y r e q u i r e t h a t y o u b e c o n t a c t e d a n d a s k e d f o r y o u r ^ o n s e n t t o
p a r t i c i p a t e i n t h e s p e c i fi c r e s e a r c h s t u d y i n w h i c h th e s p e c im e n s w i l l b e u s e d . Y q u h a v e t h e r i g h t
n o t t o p a r t i c i p a t e i n a n y r e s e a r c h s t u d y fo r w h i c h y o u r c o n s e n t i s s o u gh t . R e fu e l t o p a rt i c i p a t e
w i l l n o t j e o p a r d i z e y o u r m e d i c a l c a r e o r r e s u l t i n l o s s o f b e n e f i t s t o w h i c h y o u a r e e n t i t l e d .
I n o t h e r c a s e s , t h e C o mm i t t e e m a y r e q u i r e t h a t y o u b e n o t i f i e d a b o u t t h e r e s u l t s o f a r e s e a r c h
s t u d y i n w h i c h t h e s p e c im e n s w e r e u s e d Y o u h a v e t h e r i g h t t o b e t o l d t h e r e s u l t s a n d t h e i r
m e a n i n g , o r t o d e c i d e n o t t o b e t o l d o f t h o s e r e s u l t s , o r t o h a v e t h e i n f o r m a t i o n s e n t d i r e c t l y t o
y o u r p e r s o n a l p h y s i c i a n
Y o u a r e a s k e d t o p r o v i d e y o u r s o c i a l s e c u r i t y n u m b e r a n d a g r e e t h a t i t m a y b e u s e d b y
Sc o t R h o n e y a n d h i s / h e r a s s o c i a t e s i f it n e c e s s a r y t o c o n t a c t y o u t o a sk y o u r c o n s e n t t o
p a r t i c i p a t e in a s p e c i fi c r e s e a r c h s t u d y o r t o n o t i fy y o u a b o u t t h e r e s u l t s o f t h e s t u dy .
T h e s p e c im e n s m a y b e s h a r e d w i t h o t h e r in s t i t u t i o n s a n d r e s e a r c h s t u di e s m a y b e c o n d u c t e d a t
s e v e r a l l o c a t i o n s a t t h e s a m e t im e . N o n - i d e n t i fy i n g p e r s o n a l i n fo r m a t i o n a b o u t y o u w i l l b e
p r o v i d e d t o i n v e s t i g a t o r s fi ro m o t h e r i n s t i t u t i o n s .
I f i n t h e fu t u r e y o u s h o u l d d e c i d e t h a t y o u n o l o n g e r w i s h f o r t h e s p e c im e n s t o b e s t o r e d , y o u
m a y c o n t a c t Sc o t t R h o n e y a n d / o r h i s / h e r a s s o c i a t e s a t T h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t
C h a p e l H i l l a t (9 19 ) 9 6 6 - 9 5 6 4 o r T h e C o m m i t e e o n t h e P r o t e c t i o n o f t h e R i gh t s o f H u m a n
Su bj e c t s a t (9 19 ) 9 6 6 - 13 4 4 a n d r e qu e s t t h a t t h e s p e c i m e n s b e d i sp o s e d o f a c c o r d i n g t o s t a n d a r d
m e d i c a l r e s e a r c h p r o c e d u r e s . I f y o u d o n o t m a k e s u c h a r e q u e s t , t h e s p e c im e n s w i l l b e s t o r e d
i n d e fi n i t e ly . T h e y m a y b e d i s p o s e d o f a t a n y t im e a t t h e d i s c r e ti o n o f t h e i n v e s ti g a t o r s .
B e f o r e s i g n i n g t h i s c o n s e n t f o r m , p l e a s e r e a d th e b r o c h u r e e n t i t l e d I n f o r m a ti o n A b o u t S t o r a g e
a n d U s e o f Sp e c i m e n s Wi t h I d e n ti f yi n g I n f o r m a t i o n t h a t i s d e s i g n e d t o a n s w e r y o u r q u e s ti o n s .
P l e a s e c h e c k w h i c h c o u r s e o f a c ti o n i s t o b e f o l l o w e d i n c a s e
,
e v e n w i t h y o u r s o c i a l s e c u ri t y
n u m b e r
,
t h e i n v e s t i g a t o r s c a r m o t fi n d y o u a ft e r r e a s o n a b l e ti m e a n d e f f o r t :
I a g r e e t o a l l o w th e s p e c i m e n s t o c o n t i n u e t o b e s t o r e d w i t h i d e n t i fy i n g
i n fo r m a t i o n , f o r a s - y e t - u n d e s i g n a t e d p u r p o s e s t h a t m a y i n c l u d e g e n e t i c r e s e a r c h .
I r e q u e s t t h a t t h e i d e n ti fy i n g c o d e b e r e m o v e d f r o m t h e s p e c im e n s ; a ft e r
t h a t i s d o n e , th e s p e c im e n s m a y c o n t i n u e t o b e s t o r e d a n d u s e d fo r a s - y e t -
u n d e s i g n a t e d p u r p o s e s t h a t m a y i n c l u d e g e n e t i c r e s e a r c h .
I r e q u e s t t h a t t h e i d e n t i fy i n g c o d e b e r e m o v e d f r o m t h e s p e c im e n s ;
a ft e r t h a t i s d o n e t h e s p e c im e n s m a y c o n ti n u e t o b e s t o r e d a n d u s e d f o r a s - y e t -
u n de s i g n a t e d p u r p o s e s N O T I N C L U D I N G g e n e t i c r e s e a r c h .
I r e q u e s t t h a t t h e s p e c im e n s b e d i s p o s e d o f
I c o n s e n t t o t h e d o n a t i o n a n d s t o r a g e o f t h e s p e c im e n s , a s d e s c ri b e d a b o v e .
N a m e o f S u bj e c t D a t e
S o c i a l S e c u ri t y N u mb e r
U N C - C H SC H O O L O F ME D I C I N E / U N C H O SP I T A L S
I N F O R M A T I O N A B O U T ST O R A G E A N D U S E O F SP E C I M E N S
W I T H I D E N T I F Y I N G I N F O R M A T I O N
T h i s b r o c h u r e p r o v i d e s i n f o r m a t i o n t h a t m a y h e l p y o u d e c i d e w h e ti i e r t o a l l o w s o m e o f yo u r
b l o o d
,
t i s s u e a n d / o r b o d y fl u i d (s p e c im e n s ) w h i c h w i l l b e c o l l e c t e d a s p a rt o f t h i s r e s e a r c h s t u d y
t o b e s t o r e d a n d u s e d f o r f u t u r e m e d i c a l r e s e a r c h .
WH A T W I L L H A P P E N T O T H E S P E C I M E N ?
T h e s p e c im e n s w i l l b e p r o c e s s e d f o r s t o r a g e , c a t a l o g u e d a n d p l a c e d i n a s e c u r e d f a c i l i t y
a t t h e U N C - CH Sc h o o l o f M e d i c i n e
,
U N C H o s p i t a l s , o r a n o t h e r s i t e . A l l i d e n t i f y i n g
i n f o r m a t i o n
,
i n c l u d i n g y o u r n a m e a n d m e d i c a l r e c o r d n u m b e r , w i l l b e r e m o v e d fr o m t h e
s p e c i m e n s . T h e s p e c im e n s w i l l b e g i v e n a u n i q u e i d e n t i f i e r (c o d e ) .
T h e r e s e a r c h e r i n t h i s s t u d y a n d hi s /h e r a s s o c i a t e s w i l l h a v e a c c e s s t o t h e s p e c im e n s a n d
t h e c o d e w h i c h l i n k s t h e s p e c im e n s t o y o u .
W I L L R E S E A R C H R E C O R D S A N D P E R SO N A L I N F O R MA T I O N B E K E P T
P R I V A T E ?
A l tho u g h e v e r y e f f o r t w i l l b e m a d e t o k e e p r e s e a r c h r e c o r d s p r i v a t e , t h e r e m a y b e t im e s
w h e n f e d e r a l o r s t a t e l a w r e q u i r e s t h e d i s c l o s u r e o f t h o s e r e c o r d s , i n c l u d i n g p e r s o n a l
i n f o r m a t i o n a b o u t y o u . W h e n d i s c l o s u r e i s r e q u i r e d , t h e U N C Sc h o o l o f M e d i c i n e a n d / o r
UN C H o s p i t a l s w i l l t a k e a l l s t e p s a l l o w a b l e b y l a w t o p r o t e c t t h e p r i v a c y o f y o u r p e r s o n a l
in f o r m a t i o n .
I S T H E R E A N Y C O S T F O R ST O R A G E O F T H E SP E C I M E N S ?
T h e r e i s n o c o s t t o y o u o r y o u r i n s u r a n c e c o m p a n y f o r t h e s t o r a g e a n d u s e o f t h e
s p e c i m e n s .
W H O O WN S T H E S P E C I M E N S ?
B y s i g n i n g th e c o n s e n t f o r m , y o u w i l l d o n a t e t h e s p e c i m e n s fo r m e d i c a l ^
'
p s e a r c h
p u r p o s e s . Y o u r d o n a t i o n d o e s n o t e n t i t l e y o u t o c o m p e n s a t i o n fr o m a n y Co m m e r c i a l u s e
o f t h e p r o d u c t s t h a t m a y b e d e r i v e d fr o m t h e s p e c im e n s .
H O W WI L L T H E S P E C I M E N S B E U SE D I N T H E F U T U R E ?
T h e r e s e a r c h s t u d i e s i n w h i c h th e s p e c i m e n s m a y b e u s e d h a v e n o t y e t b e e n d e t e
r m i n e d
T h e s t u d i e s m a y i n v o l v e g e n e t i c r e s e a r c h . G e n e t i c r e s e a r c h i s a b o u t fi n d i n g t h e s p e
c i f i c
l o c a t i o n o f g e n e s , l e a r n i n g h o w g e n e s w o r k , a n d d e v e l o p i n g t r e a t m e n t s a n d c u
r e s f o r
d i s e a s e s w h i c h a r e g e n e t i c a l l y b a s e d
B e f o r e a n y r e s e a r c h i n v o l v in g th e s p e c im e n s i s c o n d u c t e d , a c o m m i t t e e a t t h e U N C
Sc h o o l o f M e d i c in e c a l l e d T h e C o m m i t t e e o n t he P r o t e c t i o n o f t h e R i g ht s o f H u m a n
Su bj e c t s w i l l r e v i e w a n d a p p r o v e t h e r e s e a r c h p r o p o s a l . T h e C o mm i t t e e i n c l u d e s
s c i a i t i s t s a n d n o n - s c i e n t i s t s , i n c l u d i n g c o mm u n i t y r e p r e s e n t a t i v e s . T h e p u r p o s e o f t h e
C o m m i t t e e i s t o a s s u r e t h a t t h e i n t e r e s t s o f i n d i v i d u a l s p a r t i c i p a ti n g i n r e s e a r c h s t u d i e s
a r e w e l l p r o t e c t e d .
W I L L R E SE A R C H E R S S E E K C O N S E N T T O D O F U T XJR E ST UD I E S I N V O L V I N G
T H E SP E C I M E N S ?
I n s o m e c a s e s
,
t h e C o m m i t t e e m a y r e q u i r e t h a t y o u b e c o n t a c t e d a n d a s k e d fo r y o u r
c o n s e n t t o p a rt i c i p a t e i n t h e s p e c i fi c r e s e a r c h s t u d y i n w h i c h th e s p e c im e n s w i l l b e u s e d .
Y o u h a v e t h e r i g h t n o t t o p a r t i c i p a t e i n a n y r e s e a r c h s t u d y f o r w h i c h y o u r c o n s e n t i s
s o u g h t . R e fu s a l t o p a rt i c i p a t e w i l l n o t j e o p a r d i z e y o u r m e d i c a l c a r e o r r e s u l t i n l o s s o f
b e n e fi t s t o w h i c h y o u a r e e n t i t l e d .
WI L L Y O U R E C E I V E S T U D Y R E S U L T S O F R E S E A R C H I N V O L V I N G Y O U R
S P E C I M E N S ?
T h e r e m a y b e t im e s w h e n t h e C o mm i t t e e w i l l r e q u i r e t h a t y o u b e n o t i fi e d a b o u t t h e
r e s u l t s o f a r e s e a r c h s t u d y i n w h i c h y o u r s p e c im e n s w e r e u s e d . Y o u h a v e t h e r i g h t t o b e
t o l d o f t h e r e s u l t s a n d t h e i r m e a n i n g , o r t o d e c i d e n o t t o b e t o l d o f t h o s e r e s u l t s , o r t o h a v e
t h e i n f o r m a t i o n s e n t d i r e c t l y t o y o u r p e r s o n a l p h y s i c i a n .
H O W WI L L R E S E A R C H E R S F I N D Y O U I N T H E F U T U R E ?
I f y o u d e c i d e t o a l l o w t h e s p e c i m e n s t o b e s t o r e d a n d u s e d i n fi i t u r e m e d i c a l r e s e a r c h
s t u d i e s
, y o u w i l l b e a s k e d t o p r o v i d e y o u r s o c i a l s e c u ri t y n u m b e r . Y o u r s o c i a l s e c u ri t y
n u m b e r w i l l b e u s e d b y t h e r e s e a r c h e r s a n d th e i r a s s o c i a t e s i n t h i s s t u d y w h e n i t i s
n e c e s s a r y t o c o n t a c t y o u t o s e e k y o u r c o n s e n t t o p a rt i c i p a t e i n a s p e c i f i c r e s e a r c h s t u dy o r
t o n o t i fy y o u a b o u t t h e r e s u lt s o f t h a t s t u d y .
I f y o u a l l o w y o u r s p e c im e n s t o b e s t o r e d w i t h i d e n t i fy i n g i n f o r m a t i o n , y o u w i l l b e a s k e d
t o c h o o s e
,
a t t h e t im e y o u s i g n t h e c o n s e n t f o r m , a c o u r s e o f a c t it ) n t h a t w p i b e t a k e n i n
t h e e v e n t t h a t t h e r e s e a r c h e r s a r e u n a b l e t o l o c a t e y o u i n t h e fi i t u r e , e v e i y w i t h y o u r s o c i a l
s e c u ri t y n u m b e r T h e o p t i o n s i n c l u d e a l l o w i n g c o n t i n u e d s t o r a g e a n d 4
'
s e o f y o u r
s p e c i m e n s w i t h t h e i d e n t i fy i n g c o d e r e m a i n i n g , c o n t i n u e d s t o r a g e a n d u s e o f t h e
s p e c i m e n s a ft e r r e m o v i n g t h e i d e n t i fy i n g c o d e , a n d d i s p o s i n g o f t h e s p e c im e n s a c c o r d i n g
t o s t a n d a r d m e d i c a l p r o c e d u r e s .
W I L L T H E S P E C I M E N S B E S H A R E D W I T H O T H E R I N ST I T U T I O N S ?
T h e s p e c im e n s m a y b e s h a r e d w i t h r e s e a r c h e r s f r o m o t h e r i n s t i t u t i o n s . R e s e a r c h s t u d i e s
m a y b e c o n d u c t e d a t s e v e r a l l o c a t i o n s a t t h e s a m e t im e .
N o i d e n t i fy in g p e r s o n a l i n f o i m a t i o n a b o u t y o u w i l l b e p r o v i d e d t o r e s e a r c h e r s fr o m o t h CT
i n s t i t u t i o n s w h o w i l l u s e t h e s p e c i m e n s .
H O W L ON G WI L L T H E S P E C IM E N S B E ST O R E D ?
T h e s p e c i m e n s w i l l b e s t o r e d in d e fi n i t e l y . Sp e c im e n s m a y a l s o b e d i s p o s e d o f a t a n y t im e
a t t h e d i s c r e t i o n o f t h e i n v e s t i g a t o r s , u s i n g s t a n da r d m e d i c a l p r o c e d u r e s . I f in t h e f u t u r e
y o u s h o u l d d e c i d e t h a t y o u n o l o n ge r w i sh f o r t h e s p e c im e n s t o b e s t o r e d , y o u m a y
c o n t a c t t h e r e s e a r c h e r a n d/ o r h i s / h e r a s s o c i a t e s o n t h e s t u d y i n w hi c h y o u a r e
p a r t ic i p a t i n g . Y o u m a y a l s o c o n t a c t T h e C o m m i t t e e o n t h e P r o t e c t i o n o f t h e R i g h t s o f
H u m a n Su b j e c t s a t (9 19 ) 9 6 6 - 1 34 4 a n d r e q u e s t t h a t t h e s p e c i m e n s b e d i s p o s e d o f
/
/
A p p e n d i x D
D - l
I RB : 0 2 - E P A - 2 0 1 S tu dy I . D .
In t e N n d i v i d u a l V a r i a t i o n S t u d y :
I n t e r v i e w Q u e s t i o n n a i r e
I n t e r - i n d i v i d u a l V a r i a t i o n St u d y :
I n t e r v i e w Q u e s t i o n n a i r e
m m / d d / y y y y
1 . W h a t i s y o u r b irt h d a t e ? _ / _ / _
2 . W h a t i s y o u r s e x ? (M a l e o r F e m a l e )
F o r th e n e x t 1 6 q u e s t io n s p l a c e a c h e c k m a r k in th e b o x b e s i d e th e a n s w e r t h a t
m o s t a c c u r a t e l y d e s c r ib e s y o u r a c t i v i t i e s o r c o n s u m p ti o n o r f i ll i n th e b l a n k .
3 . H o w o f t e n d o yo u e x e r c is e
(g r e a t e r t h a n 2 0 m i n u t e s )?
N e v e r D
O c c a s io n a l ly ( 1 - 3 t im e s /w e e k ) D
R e g u l a r ly 3 o r m o r e t im e s / w e e k ) D
4 . D o y o u t a k e v i ta m in s o r d ie t a r y s u p p l e m e n t s ?
N e v e r D
O c c a s io n a l ly D
R e g u l a r ly D
If s o w h a t k in d ? 2 - q 1 3
5 . H o w o f t e n d o y o u e a t f r u it ? S o S g o
(in c l u d i n g f r u it ju i c e s , f o r e x a m p le o r a n g e ju ic e ) ^ Ji f w — x
0 2 5? fc :
L e s s t h a n 1 s e r v in g / d a y D ^ m 3 5 z
X X * " ■* -
1 s e r v i n g / d a y D S ^ " - S P
G r e a t e r t h a n 1 s e r v i n g / d a y D o ° <" a » 55
f w > U i H
* LU t f
f s ^ I I I * r ^ ^ * -
^ X UJO h " X
%n 0 | « B i i
I R B : 0 2 - E P A - 2 0 1 S t u d y I . D .
I r i t e r - l n d iv i d u a f V a r i a t i o n S t u d y :
I n t e r v i e w Q u e s t i o n n a i r e
6 . H o w o f te n d o y o u e a t v e g e t a b le s ?
(in c l u d in g v e g e t a b l e j u i c e s , f o r e x a m p le V - 8 )
L e s s t h a n 1 s e r v i n g / d a y D
1 s e r v i n g /d a y D
G r e a t e r t h a n 1 s e r v i n g /d a y D
7 . H o w o f t e n d o y o u e a t r e d m e a t ?
L e s s t h a n 1 s e r v i n g / d a y D
1 s e r v in g / d a y □
G r e a t e r t h a n 1 s e r v i n g / d a y D
8 . H o w o f te n d o y o u e a t f is h ?
L e s s t h a n 1 s e r v i n g / m o n t h D
1 - 5 s e r v i n g s / m o n t h D
M o r e t h a n 5 s e r v in g s / m o n t h D
9 . H o w o f te n d o y o u c o n s u m e a lc o h o l ic b e v e r a g e s ?
N e v e r D
L e s s t h a n 1 /d a y D
1 / d a y D
G r e a t e r t h a n 1 /d a y D
1 0 . H o w o f t e n a r e yo u e x p o s e d t o s u n li g h t
(g r e a t e r t h a n 3 0 m i n u t e s )?
N e v e r D
O c c a s io n a l ly ( 1 - 3 t im e s /w e e k ) D
R e g u l a r ly (g r e a t e r t h a n 3 t im e s /w e e k ) D
I R B : 02 - E P A - 2 0 1 S t u d y I. D . .
In te r - I n d i v id u a l V a r i a t i o n S t u d y :
I n t e r v i e w Q u e s t i o n n a i r e
S e a s o n a l ly (s u m m e r m o n t h s , 1 - 3 t im e s / w e e k ) D
1 1 . H o w o f te n d o y o u v is i t a t a n n in g s a l o n ?
N e v e r □
O c c a s io n a l ly (1 - 3 t im e s / m o n t h ) D
R e g u l a r ly (g r e a t e r t h a n 3 t im e s / m o n t h ) D
S e a s o n a l l y (s u m m e r m o n t h s , 1 - 3 t im e s / w e e k ) D
1 2 . D o y o u c o n s id e r y o u r o v e r a l l s t r e s s l e v e l t o b e :
M i ld D
M o d e r a t e D
H ig h D
1 3 . D o y o u h a v e a n y e x i s t i n g m e d ic a l c o n d it io n s ?
(fo r e x a m p l e : a s t h m a , a l le r g ie s , i n f l a m m a to ry d is e a s e s )
Y e s D N o D
If ye s , d e s c r i b e b r ie f ly
1 4 . In t h e p a s t m o n t h h a v e yo u h a d a n y m i n o r a ilm e n t s ? (F o r e x a m p l e , a c o ld ,
v i r u s , s i g n i f ic a n t c u t o r b r u is e s )?
Y e s D N o D
If y e s , d e s c r ib e b r i e f ly _
1 5 . In t h e p a s t 6 m o n t h s h a v e y o u p a r t ic ip a t e d i n o t h e r r e s e a r c h s t u d ie s ?
Y e s D N o D
I R B 0 2 - E P A - 2 0 1 S t u d y I . D .
1 6 . H o w o f t e n a r e y o u e x p o s e d t o s e c o n d h a n d s m o k e ?
IR B : 0 2 - E P A - 2 0 1 S t u dy I . D .
I n te r - In d i v id u a l V a r i a t i o n S t u d y :
i n t e r v ie w Q u e s t i o n n a i r e
N e v e r D
O c c a s io n a ll y (1 - 3 t im e s / w e e k ) D
R e g u l a r ly (g r e a te r t h a n 3 t im e s / w e e k ) D
1 7 . S in c e y e s te r d a y a t t h i s t im e (2 4 - h o u r t im e p e r io d ) , w h a t f o o d s a n d
b e v e r a g e s h a v e y o u c o n s u m e d ?
1 8 . F e m a l e s O n l y - A r e y o u c u r r e n t ly p r e g n a n t ?
Y e s D N o D
A p p e n d i x E
E - l
C o m p a ri s o n o f D o s e s C o n t r o l B (a )P
Q. 2 ^ M
B (a )P
2 . Q^ M
B (a )P
2 0 ^ M
D E E
0 . 2 |x M
D E E
2 . 0 ^ M
D E E
2 0 ^ M
N a A s S0 2
0 . 0 2 n M
N a A s S O z
0 . 2 n M
N a A s S O i
2 . 0 ^ M
A l l (n = 3 8 )
m e a n i
s . d .
p v a lu e
C . V .
102 ±
2 7 . 7
2 8
99 . 1 ±
2 3 . 5
0 . 1 9 6 *
2 3 . 7
9 3 . 7 ±
2 3 . 4
0 . 0 17 * *
2 5
7 9 . 2 ± 2 6 . 4
0 . 0 0 2 * * *
3 3 . 3
1 02 . 6 ±
2 5 . 1
0 . 0 4 7 *
2 4 . 5
10 3 ±
2 9 . 7
0 . 0 17 * *
2 8 . 8
8 4 . 7 ±
3 1. 4
0 . 0 14 * * *
3 7 . 1
9 9 . 6 ±
2 3 . 8
0 . 3 #
2 3 . 8
9 4 ±
2 3 . 8
7 x 10
2 5 . 3
7 # #
79 . 2 ±
2 6 . 9
1 x 10
4 3 . 0 2
6 ## #
G r o u p 1 (n = 18 )
m e a n i
s . d .





9 5 . 6 ±
15 . 6
0 . 2 *
18 . 2
8 9 . 2 ±
14 . 2
0 . 0 0 2 * *
1 5 . 2
6 9 . 6 ±
17 . 3




9 9 . 8 ±
14
0 . 3 *
14
9 5 . 9 ±
15 . 9
0
. 0 2 * *
16 . 5
8 0 ±
2 0 . 2
0 . 0 0 6 * * *
2 5 . 3
10 0 9 ±
2 6 . 1
0 . 1 3#
2 5 . 8
8 7 . 6 ±
2 1 . 9
4 x 1 0
2 5
7 ##
3 6 . 4 ±
17 . 1
1x 10
4 6 . 9
5 ## #
G r o u p 2 (n = 18 )
m e a a ±
s . d .
p v a lu e
C . V .
8 1 . 2 ±
8 . 6
8 . 6
10 2 . 8 ±
2 7 . 4
0 . 3 1 *
2 6 . 6
9 7 . 8 ±
2 8 5
0 . 1 5 * *
2 9
8 7 . 2 ±
2 9 . 7
3 4 . 1
1 0 9 6 ±
2 6 . 5
0 . 4 *
2 4 . 2
1 12 . 8 ±
3 2
. 7
0 . 0 7 * *
2 9
9 3 ±
3 6 . 2
0 . 0 9 * ^
3 9
9 8 . 2 ±
1 7 . 6
0 . 3 6#
17 . 9
1 0 1 . 6 ±
3 1 . 4
0 . 0 0 5# #
3 0 . 9
6 6 . 8 ±
2 2 . 1
4 x 10
3 3
4 # # #
C o m p a ri s o n s : B (a )P , D E E ; * 0 . 2 i^ M t o 2 . 0 n M ;
* * 2 . 0 i^ M t o 2 0 n M ;
* * * 2 0 i^ M t o 0 . 2 ^ M
C o mp l e t e Se t (n = 16 )
m e a n i
s . d .
p v a l u e
C . V
9 6 . 3 ±
2 4
2 7 . 4
10 1 ±
2 8 . 1
0 . 4 *
2 7
99 . 2 ±
2 8 . 2
0 . 1 * *
2 7 . 6
8 6 . 5 ±
2 9 . 5
0 . 0 8 * * *
3 3 . 1
10 6 . 7 ±
2 9 . 3
0 . 5 *
2 6 . 6
10 6 ±
3 5 . 2
0 . 1 * *
3 2
9 1. 7 ±
3 6 . 9
Q ] * * *
3 9
10 2 . 6 ±
2 5 . 9
0 . 4 #
2 4
99 . 1 ±
3 6 . 8
0 . 0 0 0 4 # #
36
5 7 9 ±
2 3 . 5
0 . 0 0 0 3 # # #
3 9
G r o u p A (n = 8 )
m e a n ±
s . d .
p v a l u e
C . V .
G r o u p B (n = 8 )
m e a n ±
s
. d .
p v a lu e
C . V .
1 1 7 . 9 ±
13 . 6
1 1 . 5
9 3 . 8 ±
16
0 . 3 *
17 . 2
9 0 . 5 ±
16
0 . 0 7 * *
1 7 . 6
7 8 . 2 ±
15
0 . 0 3 * * *
19 . 2
9 9 . 4 ±
19 . 2
0 . 3 *
1 9 . 3
9 5 . 7 ±
2 9 . 7
0 . 1 * *
3 1
7 9 . 5 ±
3 0 . 8
0 . 0 5 * * *
3 8 . 7
10 3 ±
3 5 . 5
0 . 4 #
34 . 5
9 5 . 6 ±
3 2 . 3
0 . 0 0 6 # #
33 . 8
4 8 . 5 ±
2 3 . 5
0 . 0 4 # ##
4 7 . 5
74 . 5 ±
12 . 3
1 6 . 6
10 8 . 1 ±
3 6 . 2
0 . 5 *
3 3 . 5
10 7 . 8 ±
3 5 . 8
0 . 2 * *
33 . 2
9 4 . 9 ±
3 8 . 5
0 . 2 * * *
4 0 . 6
1 14 . 1 ±
3 6 . 7
0 . 4 *
3 2 . 2
1 17 . 7 ±
3 8 . 8
0 . 2 * *
3 2 . 9
10 3 . 9 ±
4 0 . 3
0 . 3 * * *
3 8 . 8
10 2 . 2 ±
15 . 6
0 . 5 #
15 . 2
10 2 . 5 ±
4 2 . 8
0 . 0 14 # #
4 1 . 8
6 7 . 4 ±
2 1 . 2
0 . 0 0 0 6# # #
3 1 . 5
C o m p a r i s o n s : S o d i u m A r s e n i t e
# 0 . 0 2 ^ M t o 0 . 2 n M ; # # 0 . 2 n M t o 2 . 0 j i M ; ## # 2 0 ^ M t o 0 . 0 2 i^ M
A p p e n d i x F
F - l
%/
; ^ a t m n a l ^ n s i x t n i t a i ^ t n n b n v b s 8c
"
^ t t ^ n a i a ^ ^
' fi n s ' *
St a n da r d R e f e r e n c e M a te r i a l® 19 7 5
D ie s e l Pa r t i c u l a t e E x t r a c t
T h i s S t a n d a r d R e f e r e n c e M a t e ri a l ( SR M ) i s i n t e n de d f o r u s e i n e v a l u a t i n g a n a l y t i c a l m e t h o d s f o r t h e d e t e r m in a t i o n
o f s e l e c t e d p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s (P A H s ) i n d i e s e l p a r t i c u l a t e e x t r a c t s a n d s i m i l a r m a tri c e s I n a d d i t i o n
t o c e r t i fi e d a n d r e f e r e n c e v a l u e s f o r s e l e c t e d p o ly c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s , r e f e r e n c e v a l u e s a r e p r o v i d e d f o r th e
c o n c e n t r a t i o n s o f s e l e c t e d n i t r o - s u b s t i t u t e d PA H s , e x t r a c t r e s i du e m a s s , a n d m u t a g e n i c a c t i v i t y A l l o f t h e c h e m ic a l
c o n s t i t u e n t s f o r w h i c h c e r t i fi e d a n d r e f e r e n c e v a l u e s a r e p r o v id e d i n S R M 19 7 5 w e r e n a t u r a l ly p r e s e n t i n t h e
p a r t i c u l a t e m a t e ri a l b e f o r e e x t r a c t i o n . A u n i t o f SR M 19 7 5 c o n s i s t s o f f o u r a m p o u l e s , e a c h c o n t a i n i n g
a pp r o x i m a t e ly 1 . 2 m L o f a d i c h l o r o m e t h a n e e x t r a c t o f d i e s e l p a r t i c u l a te m a t t e r c o l l e c t e d fr o m a n i n du s t ri a l d i e s e l -
p o w e r e d f o r k h fl : .
D i e s e l p a r ti c u l a te m a t t e r fr o m t h e s a m e l o t o f m a t e ri a l th a t w a s u s e d t o p r e p a r e SR M 19 7 5 i s a l s o a v a i l a b l e a s
SR M 2 9 7 5 , D i e s e l P a r t i c u l a t e M a t t e r (I n d u s t ri a l F o r k l i f t ) [ 1] .
C e r t i fi e d C o n c e n t r a t i o n V a l u e s : C e r ti fi e d v a l u e s f o r c o n c e n tr a t i o n s
,
e x p r e s s e d a s m a s s fr a c t i o n s , f o r e i g h t PA H s
a r e p r o v i d e d i n T a b l e 1 A N I ST c e r t i fi e d v a l u e i s a v a l u e f o r w h i c h N I ST h a s t h e h i g h e s t c o n fi d e n c e i n i t s a c c u r a c y
i n t h a t a l l k n o w n o r s u s p e c t e d s o u r c e s o f b i a s h a v e b e e n i n v e s ti g a t e d o r a c c o u n t e d f o r b y N I ST T h e c e rt i fi e d v a l u e s
f o r t h e PA H s a r e b a s e d o n t h e a g r e e m e n t o f r e s u l t s o b t a i n e d a t N I ST fr o m t w o o r m o r e i n de p e n d e n t a n a ly t i c a l
t e c hn i q u e s .
R e f e r e n c e C o n c e n t r a t i o n V a l u e s : R e f e r e n c e v a l u e s f o r c o n c e n t r a ti o n s
,
e x p r e s s e d a s m a s s fi ^ c ti o n s , a r e p r o v i d e d
f o r 2 3 a d d i ti o n a l PA H s ( s o m e in c o m b i n a ti o n ) i n T a b l e 2 R e f e r e n c e v a l u e s f o r c o n c e n t r a ti o n s o f 18 n i t r o - s u b s ti tu t e d
a n d d i n i t r o - s u b s ti t u t e d PA H s a r e p r o v i de d i n T a b l e 3 . A r e f e r e n c e v a l u e f o r th e e x tr a c t r e s i d u e m a s s i s p r o v i d e d i n
T a b l e 4 R e f e r e n c e v a l u e s f o r m u ta g e n i c i t y i n th e S a l m o n e l l a p l a t e - i n c o r po r a ti o n a s s a y a r e s u m m a ri z e d i n T a b le 5
R e f e r e n c e v a l u e s a r e n o n c e r ti fi e d v a l u e s t h a t a r e t h e b e s t e s ti m a t e o f t h e tr u e v a l u e ; h o w e v e r , th e v a l u e s d o n o t m e e t
t h e N I ST c ri t e ri a f o r c e r ti fi c a ti o n a n d a r e p r o v i d e d w i t h a s s o c i a t e d u n c e r t a i n ti e s t h a t m a y r e fl e c t o n ly m e a s u r e m e n t
p r e c i si o n , m a y n o t i n c l u de a l l s o u r c e s o f u n c e r t a i n ty , o r m a y r e fl e c t a l a c k o f s u f fi c i e n t s t a ti s ti c a l a g r e e m e n t am o n g
m u l ti p l e a n a l y ti c a l m e th o d s E x p l a n a ti o n s i n s u p p o r t o f e a c h r e f e r e n c e v a l u e a r e g i v e n a s n o t e s i n T a b l e s 2 th r o u gh 5
E x p i r a t i o n o f C e r t i fi c a t i o n : T h e c e r ti fi c a ti o n o f SR M 19 7 5 i s v a h d u n ti l 3 1 D e c e m b e r 2 0 07 , w i t h i n th e
m e a s u r e m e n t u n c e r t a i n ti e s s p e c i fi e d , p r o v i de d th e SR M i s h a n d l e d a n d s t o r e d i n a c c o r d a n c e w i t h t h e i n s t r u c ti o n s
g i v e n in t h i s c e r ti fi c a t e H o w e v e r , th e c e rt i fi c a ti o n i s n u l l i fi e d i f th e S R M i s d a m a g e d , c o n t a m in a te d , o r m o d i fi e d
M a i n t e n a n c e o f SR M C e r t i fi c a t i o n : N I ST w i l l m o n i t o r t h i s SR M o v e r th e p e ri o d o f i ts c e r ti fi c a ti o n I f
s u b s t a n t i v e c h a n g e s o c c u r th a t a f f e c t th e c e rt i fi c a ti o n b e f o r e t h e e x p i r a ti o n o f t h is c e r ti fi c a t e , N I ST w i l l n o ti f y th e
p u r c h a s e r . R e t u rn o f t h e a t ta c h e d r e g i s t r a ti o n c a r d w i l l f a c ih ta t e n o ti fi c a ti o n .
T h e c o o r d i n a ti o n o f t h e t e c hn i c a l m e a s u r e m e n t s l e a d i n g t o t h e c e r ti fi c a ti o n o f SR M 19 7 5 w a s u n d e r th e l e a d e r s h ip
o f S A W i s e o f t h e N I ST A n a ly ti c a l C h em i s tr y D i v i s io n .
T h e s u p p o rt a s p e c t s i n v o l v e d i n t h e p r e p a r a ti o n , c e rt i fi c a ti o n , a n d i s s u a n c e o f t h is SR M w e r e c o o r d i n a t e d th r o u gh
th e N I ST S ta n d a r d R e f e r e n c e M a t e ri a l s P r o g r a m b y B . S . M a cD o n a ld
W i l l i e E . M a y , C h i e f
A n a l y ti c a l C h em i st r y D iv i s io n
G a i t h e r s b u r g , M D 2 0 8 9 9
C e r ti fi c a t e I s s u e D a t e : 19 D e c em b e r 2 0 0 0
Se e C e r t if i c a t e R e v i s i o n H i s t o r y o n L a s t P a g e
SR M 197 5
N a n c y M T r a h e y , C h i e f
S t a n d a r d R e f e r e n c e M a t e ri a l s P r o g r a m
P a g e 1 o f 8
C o n s u l t a t i o n o n t h e s t a t i s t i c a l d e s i g n o f t h e e x p e ri m e n t a l w o r k a n d e v a l u a t i o n o f t h e d a t a w e r e p r o v i de d b y
M G . V a n g e l o f t h e N I ST S t a t i s t i c a l E n g i n e e r i n g D i v i s i o n
T h e d i e s e l p a r t i c u l a t e m a te ri a l w a s p r o v i d e d b y M E . W ri g h t o f th e D o n a l d so n C o m p a n y , I n c , M in n e a p o l i s , M N .
T h e e x t r a c t w a s p r e p a r e d b y M J H a y s o f t h e N I ST A n a l y t i c a l C h e m is t r y D i v i s i o n .
A n a ly t i c a l m e a s u r e m e n t s f o r t h e c e r t i fi c a t i o n o f SR M 19 7 5 w e r e p e r f o r m e d a t N I ST b y D B e z ab e h , M L o p e z d e
A ld a
,
R . D e i s e n h o f e r , D L P o s te r , a n d L C S a n d e r o f th e N I ST A n a ly t i c a l C h e m i s t r y D i v i s i o n . A dd i t i o n a l
a n a l y t i c a l m e a s u r e m e n t s f o r th e n i t r o
- s u b s t i t u t e d PA H s w e r e p r o v i de d b y M N i s h i o k a o f B a t t e l l e , C o l u m b u s , O H
a n d C C h i u o f th e A n a l y s i s a n d M e t h o d s D i v i s i o n , E n v i r o n m e n t T e c h n o l o g y C e n t r e , E n v i r o n m e n t C a n a d a , O t t a w a ,
C a n a da M u t a g e n i c i t y d a t a w e r e p r o v i d e d b y T J H u g he s , J L e w ta s , a n d L D C la x t o n o f t h e N a t i o n a l H e a l t h a n d
E n v i r o n m e n t a l E f f e c t s R e s e a r c h L a b o r a t o r y , U S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , R e s e a r c h T ri a n g l e P a r k , N C
T h e m e a s u r e m e n t s o f t h e e x t r a c t a b l e r e s i d u e m a s s w e r e p r o v i d e d b y L G r a t z o f M i c h i g a n T e c hn o l o g i c a l U n i v e r s i t y ,
H o u g h t o n , M I
N O T I C E A N D WA R N I N G T O U SE R S
S t o r a g e : SR M 19 7 5 m u s t b e s to r e d i n i t s o ri g i n a l a m p o u l e a t t e m p e r a t u r e s l e s s t h a n 3 0
°
C a w a y fr o m di r e c t
s u n l i gh t .
H a n d l i n g : T h i s m a t e ri a l i s a n e x t r a c t o f n a t u r a l ly o c c u r ri n g d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t e ri a l a n d c o n t a i n s c o n s t i t u e n t s o f
k n o w n a n d u n k n o w n to x i c i t i e s a n d m u ta g e n i c i t i e s . T h e r e f o r e , ap p r o p ri a t e c a u t i o n a n d c a r e s h o u l d b e e x e r c i s e d
d u ri n g i t s h a n d l i n g a n d u s e
I n s t r u c t i o n s f o r U s e : S a m p l e s o f t h e SR M f o r a n a l y s i s s h o u ld b e w i th d r a w n fr o m a m p o u l e s a n d u s e d im m e di a t e ly
T h e c e r t i fi e d v a l u e s a r e n o t v a h d f o r m a t e ri a l s i n a m p o u l e s t h a t h a v e b e e n s t o r e d a f t e r o p e n i n g , e v e n i f r e s e a l e d
PR E PA R A T I O N A N D A N A L Y S I S
'
S a m p l e C o l l e c t i o n a n d P r e p a r a t i o n : T h e d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t e ri a l w a s o b ta i n e d fr o m M E W ri g h t o f t h e
D o n a l d s o n C o m p a n y , I n c , M in n e a p o h s , M N T h e m a t e ri a l w a s c o l l e c t e d fr o m a fi l t e ri n g s y s t e m d e s ig n e d
s p e c i fi c a l ly f o r d i e s e l
-
p o w e r e d f o r k l i ft s [2] T h i s d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t e ri a l w a s s e l e c t e d b a s e d o n r e c o mm e n da t i o n
by J L e w t a s , U S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , R e s e a r c h T ri a n g l e P a r k , N C T h e d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t e ri a l
w a s r e c e i v e d a t N I ST i n a 55 - g a l d r u m T h e m a t e ri a l w a s r e m o v e d fr o m th e d r u m a n d h o m o g e n i z e d i n a V - b l e n d e r
f o r 1 h a n d t h e n s t o r e d i n p o l y e th y l e n e b a gs A t o t a l o f 1 3 7 k g o f d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t e ri a l w a s h o m o ge n i z e d ; a
t o t a l o f 5 6 5 k g o f m a t e ri a l w a s e x tr a c t e d f o r p r ep a r a t i o n o f SR M 197 5 a n d th e r e m a i n i n g d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t e ri a l
w a s b o t t l e d f o r d i s t ri b u t i o n a s SR M 2 9 75 [ 1] . S u b s a m p le s o f a p p r o x i m a t e ly 3 8 g o f d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t e ri a l w e r e
e x t r a c t e d f o r 24 h w i th 8 0 0 mL o f d i c h l o r o m e t h a n e (D C M ) S i x s u b s a m p l e s w e r e e x t r a c t e d p e r d a y f o r 2 5 da y s f o r
a t o t a l o f 5 6 k g o f d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t t e r e x t r a c t e d T h e e x t r a c t s fr o m e a c h d a y w e r e c o m b in e d a n d c o n c e n t r a t e d
b y e v a p o r a t i o n u n d e r n i t r o g e n D u ri n g t h e 2 5 da y s o f e x t r a c t i n g t h e di e s e l p a r t i c u l a t e m a t e ri a l , t h e c o n c e n t r a t e d
e x tr a c t w a s s t o r e d a t 4 0
°
C T h e fi n a l c o m b in e d e x t r a c t s o l u t i o n w a s c o n c e n t r a t e d t o a p p r o x im a t e ly 8 L ; t h i s
s o l u t i o n w a s t h e n a m p o u l e d w i th 1 . 2 m L o f e x fr a c t p e r a m p o u l e
P o ly c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s (T a b l e s 1 & 2 ) : T h e g e n e r a l a p p r o a c h u s e d f o r t h e v a l u e a s s i gn m e n t o f t h e
P A H s i n SR M 197 5 w a s s im i l a r to t h a t r e p o r t e d f o r th e r e c e n t c e r t i fi c a t i o n o f s e v e r a l e n v i r o n m e n t a l m a tri x SR M s
[3 - 6 ] a n d c o n s i s t e d o f c o m b in i n g r e s u l t s fr o m a n a ly s e s u s in g d i f f e r e n t c h r o m a t o g r a p h i c s ep a r a t i o n a n d de te c ti o n
t e c h n iq u e s T h i s a p p r o a c h c o n s i s t e d o f c l e a n u p o f t h e e x t r a c t s u s i n g d i f f e r e n t s o l id p h a s e e x t r a c t i o n ( SPE ) o r
n o r m a l - p h a s e l i q u id c h r o m a t o g r ap h y (L C ) , f o l l o w e d b y a n a ly s i s u s i n g t h e f o l l o w i n g te c h n iq u e s : ( 1) r e v e r s e d - p h a s e
Hq u id c h r o m a t o g r a p h y w i t h fl u o r e s c e n c e d e t e c t i o n (L C - F L ) a n a ly s i s o f th e t o t a l PA H fr a c t i o n , (2 ) r e v e r s e d - p h a s e
L C - F L a n a ly s i s o f i s o m e ri c PA H fr a c t i o n s i s o l a t e d b y n o r m a l - p h a s e L C (i e , m u l ti d i m e n s i o n a l L C ), ( 3) g a s
c h r o m a to g r a p h y /m a s s s p e c fr o m e t r y (G C / M S) a n a ly s i s o f th e P A H fr a c t i o n o n t w o s t a t i o n a r y p h a s e s o f d i f f e r e n t
s e l e c t i v i t y , i e . , a 5 % (m o l e fr a c t i o n ) p h e n y l - s u b s t i t u te d m e t hy l p o ly s i l o x a n e p h a s e a n d a sm e c t i c l i q u id c r y s t a Ui n e
s t a t i o n a r y p h a s e T h e a n a ly s i s o f SR M 19 7 5 h a s b e e n d e s c ri b e d i n m o r e d e t a i l [5 ]
T w o s e t s o f G C /M S r e s u l t s , d e s i gn a t e d a s G C /M S (I ) a n d G C /M S (Sm ), w e r e o b t a i n e d u s i n g t w o c o l u m n s w i t h
d i f fe r e n t s e l e c ti v i t i e s f o r th e s e p a r a ti o n o f PA H s F o r G C /M S (I ) a n a l y s e s , d u p l i c a t e s u b s a m p l e s a pp r o x i m a te l y
C e r t a i n c o mm e r c i a l e q u i p m e n t , i n s t r u m e n t a t i o n , o r m a t e ri a l s a r e i d e n t i fi e d i n t h i s r e p o r t t o a de q u a t e l y s p e c i f y th e
e x p e ri m e n t a l p r o c e d u r e S u c h i d e n t i f i c a t i o n d o e s n o t im p l y r e c o mm e n d a t i o n o r e n d o r s em e n t b y N a t i o n a l In s t i t u t e o f St a n d a r ds
a n d T e c h n o l o g y n o r d o e s i t im p l y t h a t t h e m a te ri a l s o r e qu ip m e n t ide n t i f i e d a r e n e c e s s a ri ly t he b e st a v a i l ab l e f o r t he pu r p o s e
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0 . 8 g e a c h fr o m n i n e a m p o u l e s o f SR M 19 7 5 w e r e a n a l y z e d . A n i n t e rn a l s t a n da r d s o l u t i o n (SR M 2 2 6 9 a n d S R M
2 2 7 0 ) o f p e r d e u te r a t e d PA H s w a s a d d e d t o t h e e x t r a c t s u b s a m p l e , a n d t h e n th e e x t r a c t w a s p a s s e d t h r o u g h a s i l i c a
SPE c a r t r i dg e a n d e l u t e d w i t h 2 % D C M i n h e x a n e T h e p r o c e s s e d e x t r a c t w a s th e n a n a l y z e d b y G C /M S u s i n g
a 0 2 5 m m i . d x 3 0 m f u s e d s i l i c a c a p i l l a r y c o l u m n w i t h a 5 % p h e n y l - s u b s t i t u t e d i t i e t h y l p o ly s i l o x a n e p h a s e
(0 2 5 nm fi lm th i c k n e s s ) (D B - 5 M S , J& W Sc i e n ti f i c , F o l s o m , C A ) F o r G C / M S (Sm ) a n a l y s e s , 0 8 g s u b s a m p le s
fr o m s i x a m p o u l e s o f SR M 19 7 5 w e r e p r e p a r e d a s d e s c r ib e d ab o v e f o r G C / M S (I ) u s i n g a n a m in o p r o p y l s i l a n e SPE
c a r t r id g e T h e p r o c e s s e d e x t r a c t w a s t h e n a n a ly z e d b y G C / M S u s i n g 0 2 mm i d x 2 5 m (0 15 |i m f i lm t h i c k n e s s )
sm e c t i c h q u i d c r y s t a l l i n e ph a s e ( SB - Sm e c t i c , D i o n e x , L e e S c i e n t i fi c D i v i s i o n , S a l t L a k e C i ty , U T )
T w o s e t s o f L C - F L r e s u l t s , d e s i gn a t e d a s L C
- F L ( T o t a l ) a n d L C - F L (F r a c t i o n ) , w e r e u s e d i n t h e c e r t i fi c a t i o n
p r o c e s s S u b s a m p l e s o f a p p r o x im a t e l y 0 . 8 g fr o m e a c h o f s i x a m p o u l e s o f SR M 19 7 5 w e r e s p ik e d w i t h th e
p e r d e u t e r a t e d i n t e r n a l s ta n da r d s ( SR M 2 26 9 a n d S R M 2 2 7 0 ) a n d p r o c e s s e d t h r o u g h t w o a m in o p r o p y l s i l a n e SP E
c a r tr id g e s c o n n e c t e d i n s e r i e s t o o b t a i n t h e t o t a l PA H fr a c t i o n A s e c o n d 0 8 g s u b s a m p le fr o m e a c h o f s i x
a m p o u l e s w a s p r o c e s s e d a s de s c r ib e d a b o v e a n d t h e t o t a l P A H fr a c t i o n w a s t h e n fr a c t i o n a t e d f u r t h e r o n a s e m i
-
p r e p a r a t i v e a m i n o p r o p y l s i l a n e c o l u m n ( lo B o n d a p a k N H 2 , 9 mm i . d . x 3 0 c m . W a t e r s A s s o c i a t e s , M i l f o r d , M A ) t o
i s o l a t e a f o u r t o s i x a r o m a t i c r i n g P A H fr a c t i o n a s d e s c r ib e d p r e v i o u s l y [7 - 9 ] T h e t o t a l PA H fr a c t i o n a n d th e f o u r
t o s i x a r o m a t i c r i n g P A H fr a c t i o n s w e r e a n a ly z e d u s in g a 5 - j i m p a r ti c l e - s i z e p o ly m e r i c o c t a de c y l s i l a n e (C i g ) c o l u m n
(4 . 6 m m i . d x 2 5 c m , H y pe r s i l - P A H , K e y s t o n e S c i e n t i fi c , I n c . , B e l l e f o n t e , P A ) w i t h w a v e l e n g t h p r o g r a mm e d
f l u o r e s c e n c e d e t e c t i o n [8 , 9]
H o m o g e n e i t y A s s e s sm e n t f o r P A H s : T h e h o m o g e n e i t y o f SR M 19 7 5 w a s a s s e s s e d b y a n a l y z i n g d u p l i c a t e
s a m p le s o f 0 8 g e a c h fr o m n i n e b o t t l e s s e l e c t e d b y s fr a ti fi e d r a n do m s a m p l i n g S a m p l e s w e r e p r o c e s s e d , a n d
a n a l y z e d a s d e s c r ib e d a b o v e f o r G C / M S (I ) N o s ta t i s t i c a l ly s i gn i fi c a n t d i f f e r e n c e s a m o n g a m p o u l e s w e r e o b s e r v e d
f o r t h e PA H s a t t h e 0 8 g s a m p l e a m o u n t
N i t r o - S u b s t i t u t e d PA H s ( T a b l e 3 ): SR M 19 7 5 w a s a n a ly z e d a t N I S T a n d t w o o t h e r l a b o r a t o r i e s f o r th e
d e t e r m i n a t i o n o f n i t r o - s u b s ti t u t e d PA H s A t N I ST , f o u r s a m p l e s o f SR M 197 5 (~ 0 8 g e a c h ) w e r e s p ik e d w i th t h e
f o l l o w i n g p e r d e u t e r a t e d n i fr o
- PA H s f o r u s e a s i n t e r n a l s t a n d a r ds : 9 - n i t r o a n th r a c e n c e - £ ?9 , S - n i t r o f l u o r a n t h e n e - rf p ,
l - n i fr o p y r e n e
- < /9 , a n d 6
- n i fr o c h r y s e n e
- J i i E a c h s a m p l e w a s d i v i d e d i n t o t w o s u b s a m p l e s w h i c h w e r e t h e n
p r o c e s s e d th r o u gh a n a m i n o p r o p y l s i l a n e SPE c a r t r id g e u s i n g 4 0 m L o f 20 % D C M i n h e x a n e T h e c o n c e n t r a t e d
e l u a n t w a s t h e n s u bj e c t e d t o n o r m a l - p h a s e L C u s i n g a s e m i - p r e p a r a t i v e a m i n o / c y a n o p h a s e c o l u m n w i t h a
m o b i l e p h a s e o f 2 0 % D C M i n h e x a n e t o i s o l a t e t h e n i fr o - P A H f r a c t i o n T h e n i fr o - P A H f r a c ti o n w a s a n a l y z e d
b y G C w i t h n e ga t i v e c h e m i c a l i o n i z a t i o n m a s s s p e c t o m e t r y (G C / N C I - M S) u s i n g a 0 2 5 m m i d x 3 0 m f u s e d
s i l i c a c a p i l l a r y c o l u m n c o n ta i n i n g a 5 % d ip h e n y l - s u b s t i t u t e d d i m e t h y l s i l o x a n e p h a s e , 0 . 2 5 \x m fi lm t h i c k n e s s ,
H e w l e t t - P a c k a r d , P a l o A l t o , C A
A d di t i o n a l n i t r o - P A H m e a s u r e m e n t s w e r e p r o v i d e d b y B a t t e l l e , C o l u m b u s , O H a n d t h e A n a ly s i s a n d M e t ho d s
D i v i s i o n o f E n v i r o n m e n t C a n a d a
,
O t t a w a , C a n a d a F o r t h e B a t t e l l e m e a s u r e m e n t s , fi v e s a m p le s w e r e p r e p a r e d a t
e a c h o f t w o c o n c e n t r a ti o n s o f e x t r a c ta b l e m a s s (0 2 a n d 2 0 mg /m L ) E a c h s a m p l e w a s s p i k e d w i t h t h e f o l l o w i n g
p e r d e u t e r a t e d n i t r o
- P A H s : l - n i t r o n a p h t h a le n e
- c ?7 , 3
- n i t r o b i p h e n y W5 , 4 - n i t r o b ip he n y l - ( / 5 , 9 - n i t r o a n th r a c e n e - d^, a n d
l - n i t r o p y r e n e
- ( i , . E a c h s a m p l e w a s a n a ly z e d b y G C /N C I - M S o n a 6 0 m 5% p h e n y l - s u b s t i t u te d m e th y lp o l y s i l o x a n e
c o l u m n (3 2 m m i d , 0 2 5 ^rn i fi l m t h i c k n e s s ) . F o r th e E n v i r o n m e n t C a n a d a m e a s u r e m e n t s , t h r e e s a m p l e s w e r e
s p ik e d w i th t h e f o l l o w i n g p e r d e u te r a t e d n i t r o
- P A H s : 2 - n i t r o fl u o r e n e - 4 ) , 9 - n i t r o a n t h r a c e n e - J 9 , 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e - 4 ) ,
l - n i t r o p y r e n e - c4 , 6 - n i t r o c h y r s e n e - i / n , a n d 6 - n i t r o b e n z o [fl ]p y r e n e - J i i E a c h s a m p le w a s a n a ly z e d b y G C o n a 30 m 5 %
p h e n y l
- su b s t i t u t e d m e t hy l p o l y s i l o x a n e c o l u m n (2 5 m m i d , 0 2 5 ym fi h n th i c k n e s s ) w i t h h i gh r e s o l u t i o n m a s s
s p e c t r o m e t r y d e te c ti o n u s i n g n e g a ti v e c h e m i c a l i o n i z a ti o n (G C / N C I - H R M S).
E x t r a c t R e s i d u e M a s s (T a b l e 4 ) : T h e c o n c e n t r a ti o n o f th e e x t r a c t r e s i d u e m a s s w a s d e t e r m i n e d fr o m t r i p l i c a te
m e a s u r e m e n t s fr o m e a c h o f s i x a m p o u l e s o f SR M 19 7 5 A 50 (x L s u b s a m p l e o f SR M 19 7 5 w a s a l l o w e d t o
e v a p o r a t e t o d r y n e s s ; a ft e r r e a c h i n g c o n s ta n t m a s s , th e r e s i du e m a s s w a s d e t e r m in e d
M u t a g e n i c i t y A s s a y (T a b l e 5) : T h e v a l u e s f o r t h e m u ta g e n i c a c ti v i ty o f SR M 19 7 5 w e r e d e t e r m in e d w i t h i n a n
E n v i r o n m e t i t a l P r o t e c ti o n A g e n c y (E PA ) la b o r a t o r y u s i n g t h e Sa l m o n e l l a ty p h i m u r i u m Jm a mm a[ i a x i m i c r o s o m e
m u t a g e n i c i ty a s s a y [10 - 12 ] T h e p r o t o c o l f o r t h i s s t u d y [ 13 ] w a s a m o d i fi c a ti o n o f t h e p r o t o c o l u s e d i n a p r e v i o u s
2 0 l a b o r a t o r y i n t e r n a ti o n a l s t u dy [ 14 , 15 ] o n t h r e e o t h e r SR M s ; SR M 165 0 (a d i e s e l p a r ti c u l a t e s a m p l e ) , SR M 164 9
(a n a i r p a r ti c u l a t e s a m p l e ), a n d SR M 15 9 7 (a c o a l t a r e x ti n c t) . M o d i fi c a ti o n s w e r e m a d e b a s e d u p o n th e
r e c o m m e n d a ti o n s fr o m t h e p a r ti c i p a n t s o f t h e i n t e r n a ti o n a l s t u dy [16 ] T h i s s t u d y u s e d t e s t e r s t a i n s Y G 10 2 1 [17 ] ,
Y G 102 6 [ 17 ] , T A 9 8N R [18 ] a n d T A I OON R [ 18] i n a d d i ti o n t o s t r a i n s T A 9 8 a n d T A I OO t h a t w e r e u s e d i n th e
p r e v i o u s s t u d i e s
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P ri o r t o t e s ti n g , a n a l i q u o t o f SR M 19 7 5 w a s s o l v e n t - e x c h a n g e d in t o d i m e th y l s u l f o x i d e (D MS O ) t o c r e a t e a s t a rt i n g
c o n c e n t r a ti o n o f 1 0 m g SR M 19 7 5/ m L D M SO ( e q u i v a l e n t t o 1 Hg / ^ L ) A dh e ri n g to p u b l i s h e d gu i d e l i n e s [19 ] , th e
s t a n d a r d S a l m o n e l l a ty p h i m u r i u m p l a t e i n c o r p o r a ti o n a s s a y [ 10 ] w a s u s e d M o d i fi c a ti o n s t h a t d e v e l o p e d fr o m t h e
r e c o m m e n d a ti o n s n o t e d a b o v e i n c l u d e d t h e f o l l o w i n g : ( 1) th e b a s e l a y e r a g a r c o n t a i n e d t r a c e a m o u n t s o f h i s ti d i n e
a n d b i o ti n r a th e r t h a n b e i n g i n c o r p o r a t e d i n th e o v e r l a y a g a r , ( 2 ) t h e p l a t e s w e r e i n c u b a t e d f o r 7 2 h , (3) th e c o l o n y
c o u n t e r w a s c a l ib r a t e d b e f o r e e a c h u s e w i t h b o t h h a n d - c o u n t e d p l a t e s a n d a t e m p la t e d i s k w i th a k n o w n n u m b e r o f
d o t s w h i c h s i m u l a t e d c o l o n i e s , (4 ) e a c h t e s t r o u n d h a d d u p Uc a t e p l a t e s p e r do s e a n d 1 0 a ri t h m e ti c a l ly - s p a c e d do s e s
t h a t w e r e c o n t a i n e d w i th i n o n e o r d e r o f m a g n i t u d e , a n d ( 5) f o u r t e s t r o u n d s w e r e c o n du c t e d . T h e G e n e T o x M a n a ge r
s o ft w a r e [2 0] w a s u s e d t o r e c o r d t h e d a t a a n d t o g e n e r a te c o m p a r a ti v e s l o p e v a l u e s u s i n g t h r e e d i f f e r e n t s t a ti s t i c a l
p r o g r a m s [2 1 - 2 3 ] T a b l e 5 p r o v i d e s t h e a v e r a g e s l o p e v a l u e s a n d t he p e r c e n t c o e f fi c i e n t o f v a ri a ti o n f o r th e s e v a l u e s
f o r t h e f o u r e x p e ri m e n t s w i t h e a c h c o n d i ti o n A m o r e th o r o u g h p r e s e n t a ti o n o f m e th o d s , r e s u l t s , a n d c o n c l u s i o n s f o r
t h e m u t a g e n i c i t y a s s a y o f SR M 197 5 h a s b e e n p u b l i s h e d [ 13 ] .
A l th o u gh t h e E PA l a b o r a t o r y p r o v id i n g t h e m u ta g e n i c i t y d a t a m a y n o t b e r e p r e s e n t a ti v e o f a l l l a b o r a t o ri e s t h a t
c o n d u c t t h e S a lm o n e l l a a s s a y , t h i s l ab o r a t o r y , w h i c h w a s e st a b l i s h e d in 19 8 0 , h a s b e e n i n v o l v e d i n a v a ri e ty o f
c o l l a b o r a t i v e s t u d i e s , a n d i s w e l l p u b Us h e d i n t h e u s e o f t h e a s s a y R e s u l t s , t h e r e f o r e , c a n b e s a i d t o c o m e fr o m a
w e l l - e s t a b l i s h e d l a b o r a t o r y a n d a r e l i k e l y t o r e p r e s e n t
"
t y p i c a l
"
b i o a s s a y r e s u l t s f o r SR M 197 5
T a b l e 1 C e r ti fi e d C o n c e n t r a ti o n s f o r S e l e c t e d P A H s i n SR M 19 7 5
M a s s F r a c ti o n s (m g / k g )
^
P h e n a n th r e n e
' ' ' '
8 . 0 0 ± 0 2 0
F lu o r a n t h e n e
" '
13 . 5 ± 0 . 6
B e n z [ a ] a n th r a c e n e
' '
'
' ^ ' '
0 . 0 92 ± 0 0 15
C hr y s e n e
' - ^ "
1 9 5 ± 0 . 0 7




2 3 8 ± 0 10






3 . 2 0 ± 0 . 10
B e n z o [^ ] fl u o r a n t h e n e
'
' ' '
0 . 174 ± 0 0 5 0




0 2 6 8 ± 0 0 2 3
*
E a c h s e t o f r e s u l t s i s e x p r e s s e d a s th e c e r t i fi e d v a l u e V th e e x p a n d ed u n c e rt a i n t y E a c h c e rt i fi e d v a l u e i s a m e a n o f th e m e a n s
fr o m tw o o r m o r e a n a l y t i c a l m e t ho d s F o r r e s u l t s f r o m tw o m e t ho d s , t h e c e rt i fi e d v a l u e i s the e q u a l l y w e i g h t e d m e a n ; f o r
r e s u l t s f r o m th r e e o r m o r e m e t h o d s , t h e c e rt i fi e d v a l u e i s the m e a n w e i g h t ed a s d e s c ri be d i n P a u l e a n d M a n d e l [ 2 4] E a c h
u n c e rt a i n t y , c o m p u t ed a c c o r d i n g to th e C IP M ap p r o a c h a s d e s c r i b ed i n th e ISO G u i d e [ 2 5] , i s a n e x p a n de d u n c e rt a i n t y a t t he
95 % l e v e l o f c o n fi de n c e
,
w h i c h i n c l u de s r a n d o m s o u r c e s o f u n c e rt a i n ty w i t h i n e a c h a n a l y t i c a l m e t h o d a n d am o n g m e t h o d s , a s
w e l l a s u n c e rt a i n t y d u e t o th e v a ri a t i o n a m o n g th e b o t t l e s T h e e x p a n d ed u n c e r t a i n ty d e fi n e s a r a n g e o f v a l u e s w i t h i n w h i c h
t h e t r u e v a l u e i s be l i e v e d t o l i e
,
a t a l e v e l o f c o n fi d e n c e o f a p p r o x im a t e l y 95 %
G C/ M S o n 5 % p h e n y l - s u b s t i t u t e d m e th y l p o l y s i l o x a n e p h a s e
'
L C - F L o f t o t a l P A H fl e c t i o n
G C/ M S u s i n g a sm e c t i c Uq u i d c r y s t a l l i n e p h a s e
'
L C - F L o f th e f o u r t o s i x a r o m a ti c ri n g PA H f r a c ti o n
SR M 19 7 5 P a g e 4 o f 8
T h e c o n c e n t r a ti o n s f o r s e l e c t e d P A H s i n T a b l e 2 a r e p r o v i d e d a s r e f e r e n c e v a l u e s b e c a u s e e i th e r t h e r e s u l t s h a v e n o t
b e e n c o n fi r m e d b y a n i n d e p e n d e n t a n a ly t i c a l t e c hn i q u e a s r e q u i r e d f o r c e r t i fi c a t i o n o r th e a g r e e m e n t a m o n g r e s u l t s
fi
-
o m m u l t i p l e m e th o d s w a s i n s u f fi c i e n t f o r c e r t i f i c a t i o n A l th o u g h bi a s h a s n o t b e e n e v a l u a t e d f o r t h e p r o c e du r e s
u s e d
,
t h e r e f e r e n c e v a l u e s s h o u l d b e u s e f u l f o r c o m p a r i s o n w i t h r e s u l t s o b t a i n e d u s i n g s i m i l a r p r o c e d u r e s
T a b l e 2 R e f e r e n c e C o n c e n t r a t i o n s f o r S e l e c te d PA H s i n SR M 19 75
M a s s F r a c t i o n s (m g/ k g )
^
N a p ht h a l e n e
1 - M e th y l n ap h t h a l e n e
' '
2 - M e t hy l n ap h t h a l e n e
' '
B ip h e n y l
' '
F l u o r e n e
*
1 - M e th y l p h e n a n th r e n e
' '
2 - M e t hy l p h e n a n th r e n e
' '
3 - M e t hy l p h e n a n th r e n e
' '
4 - a n d 9 - M e th y lp h e n a n th r e n e
''
1 , 2 - D i m e th y lp h e n a n t h r e n e
1 , 6 - , 2 , 5 - , a n d 2 , 9 - D i m e th y l p h e n a n th r e n e
' '
1 , 7 - D i m e th y lp h e n a n t h r e n e
' '
1 , 8 - D i m e th y lp h e n a n t h r e n e
' '




7 - D i m e th y lp h e n a n t h r e n e
''
3 , 5 a n d 3 , 6 - D i m e th y l ph e n a n th r e n e
' '
B e n z o fe / i / Jf l u o r a n th e n e
' ^






a n d 7 - M e th y l f l u o r a n t h e n e
''
B e n z o [ c ]p h e n a n t h r e n e
' ' ' '
B e n z o [^ A i ]p e r y l e n e
' '
I n d e n o [ 1 , 2 , 3 - a f lp y r e n e
''










0 . 2 5
0 0 1 7
0 14
0 . 12 2






0 . 0 92
0 . 5 1
0 0 3 8
0 12
























E a c h s e t o f r e s u l t s i s e x p r e s s e d a s th e r e f e r e n c e v a l u e ± th e e x p a n de d u n c e r t a i n t y E a c h r e f e r e n c e v a l u e i s th e m e a n o f th e
r e s u l t s fr o m o n e a n a l y t i c a l m e th o d o r t h e e q u a l l y w e i g h t e d m ea n o f th e m e a n s o f t w o a n a l y t i c a l m e th o ds E a c h u n c e r t a i n ty ,
c o m p u t e d a c c o r d i n g t o t h e CI P M a p p r o a c h a s d e s c ri b e d i n th e I S O G u i d e [2 5] , i s a n e x p a n d e d u n c e r t a i n t y a t th e 9 5 % l e v e l o f
c o n fi de n c e , w h i c h i n c l u de s r a n d o m s o u r c e s o f u n c e r t a i n ty w i t h i n e a c h a n a l y t i c a l m e th o d a n d b e t w e e n m e th o ds T h e e x p a n d e d
u n c e r t a i n t y d e fi n e s a r a n g e t h a t c o n t a i n s t h e b e s t e s t im a t e o f t h e t r u e v a l u e , a t a l e v e l o f c o n fi d e n c e o f a p p r o x im a t e l y 9 5 % .
G C /M S o n 5 % p h e n y l - s u bs t i t u t e d m e t h y l p o l y s i l o x a n e p h a s e
G C /M S u s i n g a s m e c t i c l i q u i d c r y s t a l l i n e p ha s e
L C - F L o f th e f o u r t o s i x a r o m a t i c r i n g P A H f r a c t i o n
S RM 197 5 P a ge 5 o f 8
T h e c o n c e n t r a t i o n s f o r s e l e c t e d n i t r o - s u b s t i t u t e d PA H s i n T a b l e 3 a r e p r o v id e d a s r e f e r e n c e v a l u e s b e c a u s e t h e
r e s u l t s h a v e n o t b e e n c o n fi r m e d b y a n i n d e p e n d e n t a n a ly t i c a l t e c hn iq u e a s r e q u i r e d f o r c e r t i fi c a t i o n A l t h o u g h b i a s
h a s n o t b e e n e v a l u a t e d f o r th e p r o c e d u r e s u s e d , t h e r e f e r e n c e v a l u e s s h o u l d b e u s e f u l f o r c o m p a r i s o n w i t h r e s u l t s
o b ta i n e d u s i n g s i m i l a r p r o c e du r e s .
T a b l e 3 . R e fe r e n c e C o n c e n tr a ti o n s f o r S e l e c t e d N i t r o - s u b s t i tu t e d P A H s i n SR M 19 75
M a s s F r a c t i o n s (m g/ k g )
"
1 - N i t r o n a p ht h a l e n e
' '
0 0 13 ± 0 . 00 3
2 - N i t r o n a p h th a l e n e
''
0 0 3 9 ± 0 00 6
4 - N i t r o b ip h e n y l
' '
0 0 5 ± 0 0 3
9 - N it r o a n t hr a c e n e
' 1. 3 6 ± 0 . 0 3
9 - N i t r o p h e n a n t h r e n e
' '
0 2 7 ± 0 0 1
2 - N i t r o f l u o r a n th e n e
' '
0 . 0 6 ± 0 03
3 - N i t r o f l u o r a n th e n e
'
1 4 7 ± 0 0 1
S - N i t r o fl u o r a n th e n e
"
0 . 2 5 ± 0 . 0 3
1 - N i t r o py r e n e
'
16 .4 ± 0 2
4 - N i t r o py r e n e
''
0 . 0 7 ± 0 0 1
7 - N i t r o b e n z [a ] a n th r a c e n e
'
1 . 6 2 ± 0 0 3
6 - N i t r o c h r y s e n e
'
0 7 8 2 ± 0 00 7
6 - N i tr o b e n z o [a ]p y r e n e
'
0 64 1 ± 0 00 6
l - N i tr o b e n z o [e ]p y r e n e
' =
0 8 3 ± 0 0 5
3 - N i t r o b e n z o [e ]p y r e n e
* ^
2 . 2 ± 0 2
1 , 3 - D i n i t r o p y r e n e
'
0 6 0 ± 0 0 1
1 , 6 - D i n i t r o p y r e n e
'
1 3 9 ± 0 04
1 , 8 - D i n i t r o py r e n e
' '
1 5 5 ± 0 0 2
^
E a c h s e t o f r e s u l t s i s e x p r e s s e d a s t h e r e f e r e n c e v a l u e ± th e e x p a n d e d u n c e r t a i n ty E a c h u n c e r t a i n t y , c o m p u t e d a c c o r d i n g t o
th e C I PM a p p r o a c h a s de s c r ib e d i n t h e I SO G u i d e [ 25 ], i s a n e x p a n de d u n c e r t a i n t y a t t h e 9 5 % l e v e l o f c o n fi d e n c e T h e
e x p a n d e d u n c e r t a i n t y de fi n e s a r a n g e t h a t c o n t a i n s th e b e s t e s t im a t e o f t h e t r u e v a l u e , a t a l e v e l o f c o n f i d e n c e o f a p p r o x im a t e l y
95 %
R e f e r e n c e v a l u e i s b a s ed o n m e a s u r e m e n t s m a de a t B a t t e l l e
R e f e r e n c e v a l u e i s ba s ed o n m e a s u r em e n t s m a d e a t N I S T N I ST v a l u e s w e r e c o n fi rm e d by m ea s u r em e n t s a t B a t t e l l e a n d /o r
E n v i r o n m e n t Ca n a da ; c o n fi r m a t i o n m e a s u r em e n t s w e r e ty p i c a l l y w i t h i n 2 5 % o f th e N I S T m e a s u r e m e n t s
T h e e x t r a c t r e s id u e m a s s i n T a b l e 4 i s p r o v i d e d a s a r e f e r e n c e v a l u e b e c a u s e t h e r e s u l t i s m e th o d s p e c i fi c a s d e fi n e d
b y t h e p r o c e du r e d e s c r i b e d i n t h e P r e p a r a t i o n a n d A n a l y s i s s e c t i o n A l t h o u g h b i a s h a s n o t b e e n e v a l u a t e d fo r t h e
p r o c e d u r e u s e d , th e r e f e r e n c e v a l u e s h o u l d b e u s e f u l f o r c o m p a r i s o n w i th r e s u l t s o b ta i n e d u s i n g a s im i l a r p r o c e du r e
T a b l e 4 R e f e r e n c e V a l u e f o r E x t r a c t R e s i d u e M a s s i n SR M 19 7 5
R e s id u e M a s s 19 3 ± 0 2 m g / m L
^
"
T h i s s e t o f r e s u l t s i s e x p r e s s e d a s t he r e f e r e n c e v a l u e ± t h e e x p a n de d u n c e r t a i n t y T h e r e f e r e n c e v a l u e fo r th e e x t r a c t r e s i d u e
m a s s i s th e m e a n v a l u e o f 1 8 m ea s u r em e n t s E a c h u n c e r t a i n t y , c o m p u t ed a c c o r d i n g t o t he C I P M a p p r o a c h a s d e s c r i be d i n th e
I SO G u i de [ 25] , i s a n e x p a n de d u n c e r t a i n t y a t t he 95 % le v e l o f c o n fi d e n c e T he e x p a n de d u n c e r t a i n ty de fi n e s a r a n g e t ha t
c o n t a i n s th e be s t e s t im a t e o f t h e t r u e v a l u e
,
a t a l e v e l o f c o n fi d e n c e o f a p p r o x im a t e l y 9 5 %
SR M 19 7 5 P a g e 6 o f 8
T h e m u t a g e n i c i t y r e s u l t s i n T a b l e 5 a r e p r o v i de d a s r e f e r e n c e v a l u e s b e c a u s e t he r e s u l t s a r e m e th o d s p e c i fi c a s
de fi n e d b y th e c o r r e s p o n d i n g p r o c e d u r e s d e s c r i b e d i n t h e P r e p a r a t i o n a n d A n a ly s i s s e c t i o n A l th o u g h b i a s h a s n o t
b e e n e v a l u a te d f o r th e p r o c e d u r e s u s e d , t h e r e f e r e n c e v a l u e s s h o u ld b e u s e f u l f o r c o m p a r i s o n w i t h r e s u l t s o b ta i n e d
u s i n g s i m i l a r p r o c e d u r e s
T a b l e 5 . R e f e r e n c e V a l u e s f o r M u ta g e n i c i t y (r e v e r t a n t s / | i g o f o r g a n i c e x t r a c t ) o f SR M 19 7 5
^
A v e r a ge A v e r a ge
S t r a i n W i th o u t S 9 A c t i v a ti o n % C V W i t h S 9 A c t i v a ti o n % C V
R e s u l t s b a s e d o n B e r n s t e i n e t a l [2 1] m o d e l s l o p e v a l u e s
T A 9 8 4 62 8 6 12 5 13 7
T A I OO 6 8 16 8 6 5 15 2
T A 9 8N R 15 8 3 7 8 5 0 4 8 5
T A I OON R 4 5 6 5 18 18 7
Y G 10 2 1 6 12 8 4 2 2 6 5 4
Y G 10 2 6 13 7 18 5 12 1 8 7
R e s u l t s b a s e d o n K r e w s k i e t a l . [ 2 2 ] m o de l s l o p e v a l u e s
T A 9 8 4 6 5 3 . 7 12 1 14 5
T A I OO 1 1 1 2 8 2 6 5 16 8
T A 9 8N R 1 8 1 4 2 4 4 4 44 8
T A I OON R 4 6 9 1 18 18 9
Y G 10 2 1 63 0 5 0 22 4 6 5
Y G 10 2 6 158 17 4 12 6 8 8
R e s u l ts b a s e d o n S t e a d e t a l [2 3 ] m o de l s l o p e v a l u e s
T A 9 8 5 87 2 0 2 14 7 15 9
T A I OO 12 0 2 3 7 7 2 15 6
T A 9 8N R 2 05 4 2 9 8 0 5 8 . 3
T A I OON R 4 8 1 1 5 2 8 16 1
Y G 10 2 1 6 72 1 1 8 2 5 7 9 . 5
Y G 10 2 6 17 8 3 1 5 13 6 7 . 8
^
A d e t a i l e d d e s c ri p ti o n o f th e d e t e r m i n a ti o n o f t h e m u t a g e n i c i t y v a l u e s f o r SR M 1 97 5 i s p r o v i d e d i n H u g h e s e t a l [ 1 3 ]
R E F E R E N C E S
[ 1] C e r ti fi c a t e o f A n a l y s i s , SR M 2 9 7 5 D ie s e l P a rt i c u l a t e M a t t e r (I n du s t r i a l F o r k l i fl ) , N a ti o n a l I n s ti t u t e o f
S ta n da r d s a n d T e c h n o l o g y , G a i th e r s b u r g M D , 0 7 N o v e mb e r 2 0 0 0
[2 ] W r ig h t , M . E . , K l e i n , A . D . J r . , a n d S t e s n i a k , E . J . ,
"
A D i e s e l E x h a u s t F i l t e r S y s t e m f o r In d u s t r i a l D i e s e l
F o r k Uft s
,
"
S A E T e c h n i c a l P ap e r S e r i e s 9 1 18 5 2 , W a r r e n d a l e , PA ( 19 9 1)
[3 ] W i s e , S A . , Sc h a n tz , M . M , B e n n e r , B A J r , H a y s , M J , a n d S c h i ll e r , S . B . ,
"
C e r t if i c a ti o n o f P o l y c y c l i c
A r o m a ti c H y d r o c a r b o n s in a M a r i n e S e d i m e n t S t a n d a r d R e f e r e n c e M a t e r i a l ,
"
A n a l C h e m 6 7
, p p 1 17 1
- 117 8
,
( 19 9 5)
[4 ] W i s e , S A , S c h a n t z , M . M , H a y s , M . J . , K o s t e r , B . J . , S h a r p l e s s , K S , S a n d e r , L C , a n d S c h i l l e r , S B ,
"
C e rt i fi c a ti o n o f P o l y c y c l i c A r o m a ti c H y dr o c a r b o n s i n M u s s e l T i s s u e S t a n d a r d R e f e r e n c e M a t e ri a l s ,
"
P o ly c y c l i c A r o m a t C o m p d . 1 2 , p p 2 1 - 2 6 , ( 199 7 )
[5 ] P o s t e r , D L , L o p e z d e A l d a , M J , S c h a n t z , M M , S a n de r , L C , V a n g e l , M . G . , a n d W i s e , S A ,
"
C e rt i fi c a ti o n
o f a D i e s e l P a r ti c u l a t e R e l a t e d S ta n d a r d R e f e r e n c e M a t e ri a l ( SR M 19 7 5) f o r PA H s ,
"
P o ly c y c l i c A r o m a t
C o m p d . , 1 4/ 1 5 , p p 2 3 - 3 1 , ( 199 9 ) .
[6 ] W i s e , S . A . , S a n d e r , L C . , S c h a n t z , M . M , H a y s , M .J . , a n d B e n n e r , B A Jr . ,
"
R e c e r ti fi c a ti o n o f S t a n d a r d
R e f e r e n c e M a t e ri a l ( SR M ) 164 9 , U r b a n D u s t , f o r th e D e te r m in a ti o n o f P o ly c y c l i c A r o m a ti c H y d r o c a r b o n s
(P A H s ),
"
P o ly c y c l i c A r o m a t C o m p d . , 13 , p p 4 19 - 4 5 6 , (2 0 00 ) .
SR M 19 7 5 P a g e 7 o f 8
#[7 ] W i s e , S . A . , C h e s l e r , S . N , H e r t z , H . S . , H i l p e r t , L .R . , a n d M a y , W E ,
"
C h e m ic a l l y - B o n d e d A m i n o s i l a n e
S t a t i o n a r y P h a s e f o r t h e H i g h P e r f o r m a n c e L iq u i d C h r o m a to g r a p h i c S e p a r a t i o n o f P o ly n u c l e a r A r o m a t i c
H y dr o c a r b o n s ,
"
A n a l C h e m 4 9 , p p 2 3 0 6 - 2 3 10 , ( 197 7) .
[8 ] M a y , W .E a n d W i s e , S A ,
"
L i q u i d C h r o m a t o g r a ph i c D e te r m i n a t i o n o f P o ly c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s i n
A i r P a r t i c u l a t e E x t r a c t s ,
"
A n a l C h e m 5 6 , p p 2 2 5 - 2 3 2 , ( 19 84 )
[9 ] W i s e , S A , B e n n e r , B A , B y r d , G D , C h e s l e r , S N , R e b b e r t , R . E . , a n d S c h a n t z , M M ,
"
D e te r m in a t i o n o f
P o l y c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s i n a C o a l T a r St a n d a r d R e f e r e n c e M a te r i a l ,
"
A n a l C h e m 6 0
, p p 8 8 7
- 8 9 4 ,
( 1 9 8 8) .
[ 10] M a r i o n , D a n d A m e s , B ,
"
R e v i s e d M e th o d s f o r t h e S a lm o n e l l a M u t a g e n i c i ty T e s t ,
" M u ta t R e s 1 13 , pp 73 -
2 12
, ( 19 8 3 )
[ 1 1] C la x t o n , L D , H o u k , V S , M o n t e i t h , L . G , M y e r s , L E , a n d H u g h e s , T J ,
"
A s s e s s i n g t h e U s e o f K n o w n
M u ta g e n s t o C a h b r a t e th e S a l m o n e l l a ty p h im u r i u m M u t a g e n i c i t y A s s a y : L W i t h o u t E x o g e n o u s A c t i v a t i o n ,
"
M u t a t . R e s . 25 3 , p p 13 7 - 14 7 , ( 19 9 1) .
[ 12 ] C la x t o n , L D . , H o u k , V . S . , W a r n e r , J . R . , M y e r s , L . E , a n d H u g h e s , T . J . ,
"
A s se ss i n g t he U se o f K n o w n
M u ta g e n s t o C a l ib r a t e t h e S a lm o n e ll a ty p h i m u r i u m M u ta g e n i c i t y A s s a y : I I . W it h E x o g e n o u s A c t i v a t i o n ,
"
M u ta t . R e s 25 3 , pp 14 9 - 15 9 , ( 199 1) .
[ 13 ] H u g h e s , T J , L e w t a s , J , a n d C l a x t o n , L D ,
"
D e v e l o p m e n t o f a S t a n d a r d R e f e r e n c e M a t e r i a l f o r D i e s e l
M u ta g e n i c i t y i n th e S a lm o n e l l a P l a t e In c o r p o r a ti o n A s s a y ,
" M u t a t R e s 3 9 1 , p p 24 3 - 2 5 8 , ( 19 9 7)
[ 14 ] C la x to n , L D , C r e a s o n , J . , L e r o u s , B , A gu r e l l , E , B a g l e y , S , B r y a n t , D W , C o u r t o i s , Y A , D o u g l a s , G ,
C l a r e , C .B . , G o t o , S . , Qu i l l a r d e t , P , J a g a n n a th , D . R , K a ta o k a , K , M o h n , G . , N i e l s e n , P . A , O n g , T ,
P e d e r s o n , T C , S h im i z u , H , N y l u n d , L T o k i w a , H , V i n k , G J , W a n g , Y , a n d W a r s h a w s k y , D . ,
"
R e s u l t s o f
th e I PC S C o l l a b o r a t i v e S tu d y o n C o m p l e x M ix t u r e s ,
" M u t a t R e s 2 76 , p p 23 - 32 , ( 19 9 2 )
[ 15 ] L e w ta s , J , C l a x t o n , L D , R o s e n k r a n z , H S , S c h u e t z l e , D , S h e lb y , M , M a t s u s h i t a , H , W u r g l e r , F E ,




L o F r o th , G , M a y , W E , K r e w s k i , D , M a ts u s h i m a , T , O hi n i s h i , Y . , G o p a l a n , H N G ,
S a r i n , R , a n d B e c k i n g , G C ,
"
D e s i g n a n d I m p l e m e n ta t i o n o f a C o l l a b o r a t i v e S t u d y o f th e M u t a ge n i c i t y o f
C o m p le x M i x tu r e s i n S a l m o n e l l a ty p h i m u r i u m ,
" M u t a t
.
R e s . 27 6 , p p 3
- 9
, ( 19 9 2 ).
[ 1 6] C l a x t o n , L . D , D o u g l a s , G , K r e w s k i , D , L e w t a s , J , M a t s u s h i t a , H , a n d R o s e n k r a n z , H . ,
"
O v e r v i e w ,
C o n c l u si o n s , a n d R e c o m m e n d a ti o n s o f th e I P C S C o l l a b o r a ti v e S t u d y o n C o m p l e x M i x t u r e s ,
" M u t a t R e s
2 7 6 , p p 6 1 - 8 0 , ( 1 9 9 2 )
[ 17] W a t a n a b e , M , I s h i da t e , M , a n d N o hm i , T ,
"
A S e n s i t i v e M e t h o d f o r th e D e t e c t i o n o f M u ta g e n i c N i t r o a r e n e s :
C o n s t r u c t i o n o f N i t r o r e d u c t a s e - o v e r p r o d u c i n g D e r i v a t i v e s o f S a l m o n e l l a ty p h i m u r i u m s tr a in s T A 9 8 a n d
T A I OO
,
" M u ta t R e s 2 16
, p p 2 1 1
- 2 2 0 , ( 19 8 9 )
[ 1 8] R o s e n k r a n z , H S , a n d M e r m e l s t e i n , R ,
" M u ta g e n i c i t y a n d G e n o t o x i c i t y o f N i t r o a r e n e s : A l l N i t r o - c o n t a i n i n g
C h e m i c a l s w e r e n o t C r e a t e d E q u a l ,
" M u ta t . R e s 1 1 4
, pp 2 17
- 2 67
, ( 19 8 3 )
[ 19 ] C la x t o n , L D , A l l e n , J , A u g l e t ta , A . , M o r t l e s m a n , N e s t m a n , E . , a n d Z e i g e r , E . ,
"
G u id e f o r th e S a l m o n e l l a
ty p h i m u r i u m l M di mm aA di n M i c r o s o m e T e s t s f o r B a c te r i a l M u ta ge n i c i ty ,
" M u t a t R e s 18 9 , pp 8 3 - 9 1 , ( 19 87 )
[2 0] C la x t o n , L D . , C r e a s o n , J , N a d e r , J . , P o t e a t , W , a n d O r r , J ,
'
G e n e T o x M a n a g e r f o r B a c t e ri a l M u ta g e n i c i ty
A s s a y s : A P e r s o n a l C o m p u t e r a n d M i n i c o m p u te r S y s t e m ,
" M u t a t R e s 34 2 , p p 8 7 - 9 4 , ( 19 9 5)
[2 1] B e r n s t e i n , L , K a ld o r , J , M c C a n n , J . , a n d P ik e , M ,
"
A n E m p iri c a l A pp r o a c h t o th e St a t i s t i c a l A n a ly s i s o f
M u t a g e n i c i t y D a t a f r o m t h e S a l m o n e l l a T e s t ,
" M u t a t R e s 9 7 , p p 2 6 7 - 2 8 1 , ( 19 8 2 )
[2 2 ] K r e w s k i , D , L e r o u x , B G . , B l e u e r , S . R , a n d B r o e k h o v e n , L H ,
"
M o d e h n g th e A m e s S a lm o n e l la / M ic r o s o m e
A s s a y ,
"
B i o m e t ri c s 4 9 , pp 4 9 9 - 5 10 , ( 19 9 3 )
[2 3] S t e a d , A , H a s s e l b l a d , V , C r e a s o n , J , a n d C l a x t o n , L D ,
" M o d e l i n g th e A m e s T e s t ,
" M u ta t R e s 85 , pp 13 -
2 7 , ( 19 8 1)
[2 4 ] P a u l e , R . C a n d M a n de l , J . ,
"
C o n s e n s u s V a l u e s a n d W e i g h t i n g F a c t o r s ,
"
J . R e s e a r c h N B S 8 7 , p p 3 7 7 - 3 8 5 ,
( 19 82 ) .
[2 5 ] G u id e t o th e E x p r e s s i o n o f U n c e r t a i n ty i n M e a s u r e m e n t , I SB N 9 2 - 6 7 - 10 18 8 - 9 , 1s t E d I SO , G e n e v a ,
Sw i t z e r la n d , ( 19 9 3 ); s e e a l s o T a y l o r , B N a n d K u y a t t , C E ,
"
G u id e l i n e s f o r E v a l u a ti n g a n d E x p r e s s i n g
U n c e r t a i n ty o f N I ST M e a s u r e m e n t R e s u fc ,
"
N I ST T e c h n i c a l N o t e 12 9 7 , U S G o v e r n m e n t P ri n t i n g O f fi c e ,
W a s h i n g t o n D C , ( 19 9 4 ); a v a i l a b l e a t h t t p : / / p hv s i c s n i s t g o v /P u b s / .
C e r t i f i c a t e R e v i s i o n H i s t o r y : 19 D e c e m b e r 2 0 0 0 (R e f e r e n c e s c o r r e c t e d i n T a b l e 3 ) ; 0 7 N o v e mb e r 2 0 0 0 (O r i gi n a l c e r t i f i c a t e d a t e )
U s e r s o f th i s SRM s h o u ld e n s u r e t h a t th e c e r t if i c a t e i n t he i r p o s s e s s i o n is c u r r e n t T h i s c a n b e a c c o mp l i s h e d by
c o n t a c t i n g th e SRM P r o g r a m a t : (3 0 1) 9 75 - 6 77 6 , F a x ( 3 01) 92 6 - 4 75 1 , e - m a i l s r m i nf o @n is t g o v , o r v i a t h e I n t e r n e t
h t t p : // w w w n i s t e o v / s r r a
SR M 197 5 P a g e 8 o f 8
